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Resumen

Los Geminivirus son importantes patdgenos de plantas y se caracterizan por tener
un genoma de DNA circular de cadena sencilla (ssDNA). Dentro del nucleo de la
célula infectada se sintetiza la cadena complementaria formando DNA de doble
cadena (dsDNA), el cual se asocia a histonas formando un minicromosoma. Lo0S
estudios sobre la estructura y modificaciones del minicromosoma viral se han visto
limitados por la baja concentracion obtenida de este complejo, ademas del bajo
namero de células que son infectadas por el virus. En nuestro grupo de trabajo,
previamente se ha caracterizado un fenédmeno de remision de sintomas, observado
en la interaccion de plantas de chile Capsicum annuum con el virus del mosaico
dorado del chile (PepGMV). Tal fendmeno esta asociado con la reduccion de los
niveles de DNA y RNA viral, ademéas de la presencia de siRNAs virales y del
incremento en los niveles de metilacién del DNA viral. Un estudio inicial, basado en
la sensibilidad a nucleasa micrococal, mostro diferentes estructuras de la cromatina
viral entre tejido sintomatico y en remision. Usando el sistema Chile-PepGMV,
hemos desarrollado una metodologia para obtener fracciones enriquecidas de
minicromosoma viral que no afecta su estructura basica. Usando esta metodologia,
se logré caracterizar dos poblaciones de minicromosoma viral en plantas
infectadas. EI minicromosoma aislado de tejido sintomatico muestra una
conformacion relajada y esta asociado a marcas de activacion (H3K4me3). Ademas,
presenta bajos niveles de metilacion de DNA. El minicromosoma aislado de tejido
en remisidn, tiene una estructura compacta, asociada a marcas de represion
(H3K9me2) y presenta altos niveles de metilacion del DNA. Finalmente, estudios
por espectrometria de masas sugieren la asociacién de proteinas involucradas en
el silenciamiento génico transcripcional (e.g. DICER3, AGO1/2/4, RDB2, KYP,
CMT3 y MET3) con el minicromosoma viral.



Abstract

Geminiviruses are important plant pathogens characterized by circular, single-
stranded DNA (ssDNA) genomes. In the nuclei of infected cells, viral double
stranded DNA (dsDNA) is associated with histones to form a minichromosome.
Studies on virus minichromosome structure and genome modifications have been
hindered by the low concentration of these complexes due to the low number of
infected cells especially in phloem-limited viruses. We have previously characterized
a “recovery” phenomenon observed in pepper plants (Capsicum annuum L.)
infected with Pepper golden mosaic virus (PepGMV) that is associated with a
reduction of viral DNA and RNA levels, the presence of virus-related siRNAs, and
an increase in the levels of viral DNA methylation. An initial micrococcal nuclease-
based assay pinpointed the presence of different viral chromatin complexes present
in symptomatic versus recovered tissues. Using the pepper-PepGMV system, we
developed a methodology to obtain a viral minichromosome-enriched fraction that
does not disturb the basic chromatin structural integrity, as evaluated by the
detection of core histones. Using this procedure, we have characterized two
populations of viral minichromosomes in PepGMV-infected plants. After further
purification using sucrose gradient sedimentation, we also observed that
minichromosomes isolated from symptomatic tissue show a relaxed conformation,
are associated to a chromatin activation marker (H3K4me3), and present a low level
of DNA methylation. The minichromosome population obtained from recovered
tissue, on the other hand, sedimented as a compact structure, is associated to a
chromatin repressive marker (H3K9me2), and presents a high level of DNA
methylation. Last, mass spectrometry analysis suggests the association of proteins
involved in transcriptional gene silencing (DICER3, AGO1/2/4, RDB2, KYP, CMT3y
MET3) with the minichromosome.
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l. Introduccion

1.1 Geminivirus

Los geminivirus son particulas virales que infectan plantas de alto interés
econémico como son maiz, tomate, tomatillo, papa, algodon y chile, dejando
pérdidas que pueden llegar hasta del 100% de la produccion. Esto los convierte en
un problema serio en lo que respecta a seguridad alimentaria (Rojas et al., 2005).
Los geminivirus se caracterizan por tener un genoma compuesto por una o dos
moléculas de DNA circular de cadena sencilla (ssDNA) de 2.6 — 3.0 Kb. La familia
Geminiviridae se divide en siete géneros (Begomovirus, Mastrevirus, Curtovirus,
Becurtovirus, Eragrovirus, Topocuvirus and Turncurtovirus), con base en el insecto

vector que los transmite y su organizacion genémica (Adams & King, 2013).

El género Begomovirus es el que contiene la mayoria de las especies que se
conocen hasta ahora. Miembros de este género han sido encontrados en México y
han devastado cultivos importantes. En una asociacién sinérgica, el virus huasteco
de la vena amarilla del chile (Pepper huasteco yellow vein virus, PHYVV) y el virus
del mosaico dorado del chile (Pepper golden mosaic virus, PepGMV) han provocado
pérdidas hasta del 95% del cultivos de chile (Renteria-Canett et al., 2011; Méndez-

Lozano et al., 2003).

La mayoria de los begomovirus tiene su genoma dividido en dos
componentes (Fig. 1). En el componente A se codifican: en sentido del virién, la
proteina de la capside (CP); en sentido complementario, la proteina iniciadora de la

replicacion (Rep), la proteina transactivadora de la transcripcién (TrAP) de CP y MP
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(Proteina de Movimiento), y la proteina potenciadora de la replicacion (REn). En el
componente B se codifican: en sentido del virion, la proteina de transporte nuclear

(NSP); y en sentido complementario, la proteina de movimiento (MP) (Fig. 1).

NSP
\NSPgs’
§NSPq3'

PepGMV A

PepGMV B
(2595 nt)

(2613 nt)

Hinall
Sty

Figura 1. Mapa gendmico PepGMYV. Este mapa muestra los dos componentes con seis marcos de
lectura abiertos (en color) y en gris las regiones intergénicas (IR). (Figura tomada de Carrillo-Tripp et
al., 2007)

1.1.1 Cicloinfectivo de los Begomovirus

La infeccion inicia cuando la mosquita blanca (Bemisia tabaci), portadora de
las particulas virales, introduce su estilete en el sistema vascular de la planta para
alimentarse de la savia y deposita el virus en la planta. El virus llega a las células
acompafantes del floema. Hasta la fecha no se conoce, si es la particula completa
o0 solo el ssDNA viral el que entra al nucleo de la célula, probablemente por los poros
nucleares. La evidencia indica que hay particulas virales dentro del nucleo de la
células, pero no se precisa si lo que observan es la particula que entro al nucleo o
son las particulas nuevas generadas en la infeccion (Russo et al., 1980). Por otro
lado, analisis de la estabilidad de la estructura de la capside sugieren, que

dificilmente la particula viral podria expulsar el ssDNA (Kittelmann & Jeske, 2008).
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El ssDNA viral es liberado del virion y se sintetiza la cadena complementaria
produciendo DNA viral de doble cadena (dsDNA). El dsDNA viral se asocia con
histonas de la célula hospedera, generando la estructura tipo cromatina, conocido
como minicromosoma viral (Pilartz & Jeske, 1992; Pilartz & Jeske, 2003). Esta
conformacién de minicromosoma sirve para proteger el DNA, regular la transcripcion
y replicacion viral. Después de conformarse el minicromosoma viral, comienza la
transcripcion de los genes que dan lugar a las proteinas que iniciaran la replicacion
viral, Rep y REn. El DNA viral se replica principalmente por mecanismo de circulo
rodante (RCR), generando polimeros de ssDNA que son cortados por la proteina
viral Rep y formando asi mondmeros circulares de ssDNA viral (Stenger et al.,
1991). Estas moléculas de ssDNA pueden encapsidarse o reiniciar el ciclo de
replicacion. El virus puede moverse para iniciar la infeccion de las células vecinas
o células distantes viajando por el floema. EI DNA viral sale del nicleo al citoplasma
del hospedero con la ayuda de la proteina viral de transporte nuclear (NSP). El
complejo DNA-NSP llega al citoplasma donde lo espera la proteina del movimiento
viral (MP). MP se une al complejo DNA-NSP y este es llevado hasta el
plasmodesmo, donde es transportado a la célula vecina (Hanley-Bowdoin et al.,
2013). Aun se desconoce el tipo de molécula de DNA viral que es transportada, pero
estudios in vitro usando la técnica de retardo en la migracién del DNA en geles de
acrilamida, muestran que la proteina viral NSP tiene mayor afinidad por dsDNA que
por ssDNA (Hehnle et al., 2004; Rojas et al., 1998). Por otro lado, en ensayos de
afinidad se demostro que la proteina NSP tiene fuerte afinidad por ssDNA (Pascal
et al., 1994). También se ha reportado, en la interaccion de Solanum lycopersicum

(tomate) con el geminivirus Bean dwarf mosaic virus (BDMV) que las proteinas

10
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virales NSP y MP interactdan In vitro con la histona H3 y el complejo se ha co-
localizado en el citoplasma (Zhou et al., 2011). Por lo tanto, la molécula viral
transportada puede ser: ssDNA o dsDNA (lineal o circular), el propio

minicromosoma, o una combinacion de estos (Fig. 2).

Mosquita
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Figura 2. Ciclo infectivo de los begomovirus. La infeccion inicia cuando el virion (ssDNA) entra al
ndcleo y se genera la cadena complementaria, formando el dsDNA viral (forma replicativa). El dsDNA
se une a nucleosomas, formando la estructura conocida como, minicromosoma viral. El
minicromosoma es usado como templado para la transcripcion y replicacién. La RNA polimerasa Il
del hospedero transcribe los genes virales, y se produce la proteina iniciadora de la replicacion (Rep).
Rep es la encargada de iniciar la replicacion del virus por circulo rodante (RCR). En la replicacion se
generan moléculas de ssDNA las cuales pueden, o irse a encapsidar o a reiniciar la replicacion. La
infeccién es propagada en la planta por el movimiento del DNA viral, del nacleo a las células vecinas
o distantes (transportados por el floema) con la ayuda de dos proteinas, la proteina del movimiento
nuclear (nuclear shuttle protein, NSP) y la proteina del movimiento (movement protein, MP). (Hanley-
Bowdoin et al., 2013)

11
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1.1.2 Minicromosoma Viral

El Minicromosoma es una estructura tipo cromatina que cuenta con un sitio de
origen de replicacién, y se replica de manera autbnoma durante la division celular.
Se han identificado minicromosomas con estructuras lineales y circulares (Murata,
2014). Hasta la actualidad se han observado dos tipos diferentes de

minicromosomas: eucariotas y virales.

El tamafio de los minicromosomas eucariotas va de 0.2 a 8.4 Mb, mientras que
el tamafio de un autentico cromosoma va de 25.3 a 38.0 Mb (Goyal et al., 2009).
Ademas del tamafio, los minicromosomas eucariotas se distinguen de los autenticos
cromosomas por las siguientes caracteristicas: 1) no son esenciales para los
organismos, 2) no se recombinan (con el resto de los cromosomas) y 3) su herencia
es no mendeliana (N. Jones & Houben, 2003). Estos minicromosomas son
estructuras comunes en la naturaleza (conocidos ahora como cromosomas B) y se
encuentran en diversos organismos tales como: hongos, protozoarios, insectos,

mamiferos y plantas (Camacho et al., 2000; Camacho, 2004).

Los minicromosomas o cromosomas B, estan constituidos por: un centrémero,
telomeros, transposones y genes (secuencia completa o fragmentos) (Birchler,
2015). Estos minicromosomas fueron considerados por largo tiempo, como
elementos genéticamente inertes, pero ahora se tiene evidencia molecular que
indica que estos elementos son transcripcionalmente activos (Houben et al., 2014).
Por ejemplo, en la planta Crepis capillaris se detectaron transcritos de RNA
ribosomal provenientes del minicromosoma o cromosoma B (Leach et al., 2005).

Esta actividad transcripcional también se ha observado en minicromosomas de

12
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mamiferos. En el venado Capreolus pygargus, se detectaron transcritos
provenientes de los genes FPGT (Fucosa 1-fosfato guanililtransferasa) y TNNI3K
(miembro de la familia de MAP cinasas) que se encuentran dentro del
minicromosoma (Trifonov et al., 2013). Las ventajas evolutivas que puede otorgar a
un organismo el tener o no minicromosomas aun se desconocen, pero algunos
estudios han relacionado un efecto fenotipico con su presencia (Houben et al.,
2014). Por ejemplo, semillas de Allium schoenoprasum que contenian
minicromosomas en su genoma, mostraron una mayor capacidad para germinar en
condiciones de sequia (16%), que las que no tenian minicromosomas (Holmes &
Bougourd, 1991). En estudios con peces Lithochromis rubripinnis, se observo que
el minicromosoma contenido en su genoma, tenia un efecto funcional sobre la

determinacién del sexo del organismo (Yoshida et al., 2011).

El minicromosoma viral esta conformado por un sitio de origen de replicacion y
de genes implicados en los mecanismos de replicacion y transcripcion viral, ademas
de genes que codifican para proteinas de la capside y de proteinas involucradas en
el movimiento intra y extra celular del virus (Noueiry et al., 1994; Whittaker &
Helenius, 1998; Bock et al., 2001; Taylor & Knipe, 2004; Belloni et al., 2009; Levrero
et al., 2009;). El genoma de DNA viral entra al nucleo de la celula hospedera y
estando ahi, se asocia con proteinas histonas (provenientes del hospedero),
formando nucleosomas, y esta estructura es conocida como minicromosoma viral

(Bellard et al., 1976; Menissier et al., 1983; Pilartz & Jeske, 1992).

El minicromosoma viral difiere del minicromosoma de eucariotas, en varios

aspectos importantes: 1) es indispensable para llevar acabo el ciclo viral, 2) el mayor

13
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porcentaje de su secuencia contiene genes funcionales y 3) es el genoma total del
virus (Sogo et al., 1986; Bock et al., 2001). El minicromosoma viral solo es referido
asi, por su tamafo, porque resulta ser extremadamente pequefio cuando es
comparado con los cromosomas del organismo hospedero (Griffith, 1975), pero en
realidad se deberia referir a el como Cromosoma Viral, pero como ya se ha
adoptado por la comunidad academica el termino minicromosoma viral, lo

seguiremos usando en el presente trabajo.

La formacién de minicromosoma es una estrategia usada por varios virus con
genoma de DNA. A la fecha se tiene evidencia experimental de la formacion de esta
estructura de minicromosoma en los siguientes virus: el Virus 40 de simios (Simian
virus 40; SV40)(Sogo et al,. 1986), Virus de la hepatitis B (Hepatitis B virus;
HBV)(Bock et al.,, 2001), Virus del herpes simple (Herpes simplex virus;
HSV)(Pignattii & Cassai, 1980), Virus del mosaico de la coliflor (Cauliflower mosaic
virus; CaMV)(Olszewski et al., 1982), el Virus del mosaico del abutilon (Abutilon
mosaic virus; AMV)(Abouzid et al.,, 1988), entre otros. La estructura de
minicromosoma formado por el virus SV40, ademas de ser la primera en ser
observada al microscopio electrénico, fue la primera en donde se lograron identificar
las proteinas que lo conformaban, las histonas: H2A, H2B, H3, H4 y H1  (Bellard
et al.,, 1976; Sogo et al., 1986). Desde su descubrimiento se hipotetizé que la
formacion de esta estructura de minicromosoma era pieza clave para el éxito de la
infeccion viral. Ademas, el minicromosoma viral ha sido una estructura que ha
llamado la atencién por su posible potencial para el estudio de los mecanismos de

replicacion y transcripcion que se llevan acabo en la cromatina eucariota. La

14
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cromatina de eucariontes es una estructura de millones de pares de bases y
compleja, y al tener el minicromosoma de virus SV40, una estructura similar pero
pequefia (~3000 bases) y manejable, se abre la puerta para usar este
minicromosoma para el analisis de la regulacién de los diferentes mecanismos que
estan presentes en ella de manera coordinada, tal como la transcripcion, reparacion

del DNA, recombinacién y replicacion.

El virus de la hepatitis B (HBV) es uno de los virus mas estudiados por el impacto
que tiene sobre la salud humana. La transcripcion del minicromosoma del virus HBV
es regulada por diversas modificaciones post-traduccionales de histonas (Levrero
et al., 2009). Las modificaciones post-traduccionales de histonas que estan
implicadas con la activacion transcripcional son: la acetilacion de H3K9, H3K14,
H3K18, H3K56, H4K5, H4K8, H4K13 y H4K16; la fosforilaciéon de H3S10 y H3S28;
la metilacion de H3K4, H3K36, H3K79, H3R17, H3R23 y H4R3; la ubicuitinacién de
H2BK120, mientras que las modificaciones post-traduccionales de histonas que
estan implicadas con la represion transcripcional son: metilacion en H3K9, H3K27 y
H4K20; ubicuitinacion en H2AK119; sumoilacién en H2BK6, H2BK7 y H2AK126
(Sterner & Berger, 2000; Strahl & Allis, 2000; Pollicino et al., 2006;Turner, 2008;
Levrero et al., 2009). Se ha observado a acetiltransferasas de histonas como CBP,
p300 y PCAF/GCN5 y desacetilasas de histonas como HDAC1 y hSirtl, unidas al
minicromosoma y junto con la proteina viral HBx coordinan la replicacién viral
(Belloni et al., 2009; Pollicino et al., 2006). EI genoma del virus del herpes simple
(HSV tipo 1) en estado de latencia, se encuentra asociado a histonas, como lo

muestran los patrones de tamafos de los fragmentos caracteristicos de DNA
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nucleosomal, después de la digestion con nucleasa micrococal (Deshmane &
Fraser, 1989). Ademas, en el minicromosoma de HSV en latencia, se han
encontrado diversas modificaciones post-traduccionales de histonas relacionadas a
represion transcripcional (Cliffe et al., 2009). A diferencia del genoma viral en estado
de latencia, el genoma en estado activo (litico) muestra modificaciones post-
traduccionales de histonas relacionadas a activacion transcripcional. Ademas, al ser
digerido con nucleasa micrococal muestra principalmente fragmentos de tamafos
heterogéneos y solo una pequefia cantidad de tamafo correspondiente al DNA
nucleosomal (Lacasse & Schang, 2012). Todos estos datos en conjunto sugieren
que la conformacién del minicromosoma viral puede determinar su estatus de

actividad, y que ésta a su vez, esta siendo regulada por factores epigenéticos.

La estructura del minicromosoma formada por geminivirus no ha sido muy
estudiada pero se ha observado que dsDNA viral de un tamafo de 2,6 kb puede
acomodar de 10 a 15 nucleosomas (Abouzid et al., 1988). Observaciones hechas
por microscopia electronica revelaron un complejo nucleo-proteico en forma de
rosario (“beads-on-a-string”), que contiene un promedio de 12 nucleosomas por
dsDNA viral (Abouzid et al., 1988) (Figura 3). Esta estructura fue confirmada por
analisis de patrones hechos por digestion con la nucleasa micrococal y por el
analisis de distribucion de topoisomeros (Pilartz & Jeske, 2003). Todos estos
estudios nos hacen pensar que el minicromosoma viral es dinamico, y que
posiblemente varie de un estado reprimido (13 nucleosomas) a estados activos, con

una o mas regiones promotoras libres (11-12 nucleosomas) o viceversa.
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Figura 3. Micrografia electrénica de minicromosoma viral. Micrografia electronica de
minicromosoma geminiviral e histograma mostrando el nimero de nucleosomas detectado en la
poblacién de minicromosomas. (Figura de Abouzid et al., 1988).
1.1.3 Transcripcion viral

La transcripcion de los genes virales se lleva a cabo por la RNA polimerasa
Il de la célula hospedera. La RNA polimerasa reconoce las regiones promotoras que
se encuentran rio abajo de la caja TATA y sintetiza el RNA mensajero viral que se
poliadenila. Como se puede observar en la Figura 4, los transcritos pueden
traslaparse, porque la direccion de la transcripcion es bidireccional, ademas los

transcritos (que surgen del componente A, sentido complementario al virién) tienen

multiples marcos abiertos de lectura (Open Reading Frames, ORF).

Por ejemplo, en TGMV (Tomato golden mosaic virus, geminivirus bipartita),
el principal promotor (sentido complementario al viribn) se encuentra en la regiéon
intergénica (del componente A) AL-62 (el nimero se refiere a la coordenada,
tomando como 1 el nucleétido en el sitio de inicio de la transcripcion)(Tu & Sunter,
2007). Este transcrito contiene los marcos de lectura para los tres genes Rep, TrAp
y REn (Shung & Sunter, 2009). Hay evidencia de que solo Rep y REn pueden ser

expresados por ese transcrito (Hanley-Bowdoin & Elmer, 1989). Ademas de AL-62,
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también se encontraron dos promotores mas: el primero denominado AL-1629 y el
segundo, AL-1935. El promotor AL-1629 puede dar lugar a la expresion de las
proteinas virales TrAp y REn, mientras que AL-1935 solo a REn (Shung et al., 2006;
Shung & Sunter, 2009) (Fig. 4). Con estos datos se sugiere que los begomovirus
bipartitas regulan la expresion de sus genes de una manera temporal, y se puede
observar tres fases: las proteinas envueltas en la replicacion (Rep y REn) son
expresadas de manera temprana, TrAp de manera temprana/tardia mientras que

CP y NSP de manera tardia (Shimada-Beltran & Rivera-Bustamante, 2007).

AL-62

AL-1935

Rep
GenomaA CP

TrAP

Figura 4. Esquema de los transcritos del genoma viral. Este diagrama muestra la direccion
bidireccional de la transcripcion, y los diferentes transcritos que pueden producirse (AL-62, AL-1935
y AL- 1629)(Tu & Sunter, 2007).

1.1.4 Replicacion viral
La replicacion del DNA viral se lleva a cabo en tres fases: iniciacion,
elongacion y terminacién. La proteina Rep es la encargada de iniciar y terminar la
replicacion por circulo rodante (RCR). Rep cataliza el corte y ligacion del DNA viral
dentro de una secuencia de nonanucleotidos altamente conservada (TAATATT//AC)
(Laufs et al., 1995; Orozco & Hanley-Bowdoin, 1996). Otra proteina viral que

participa directamente en la replicacion es REn, aungue no es una proteina esencial,
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si es un fuerte potenciador de la replicacion (Settlage et al., 2005). EI mecanismo
de interaccion de REnN en la replicacién viral aun no son claros, pero estudios in vitro
muestran que REn puede potenciar la actividad ATPasa de Rep. Esto da la primera
evidencia de que REn puede estar modulando la actividad de Rep (Pasumarthy et
al., 2010). Los geminivirus no codifican para su propia DNA polimerasa, asi que
estos virus tienen que usar la maquinaria de replicacion de la célula hospedera para
la sintesis de DNA viral durante la fase de elongacion (Hanley-Bowdoin, 2004) (Fig.

5)

Nona-nucledtidos
F RI 3 Rep TAATATTAC

S'W 3
ssDNA —> dsDNA 3 5

Forma replicativa

Region Intergénica (Rl)

N/ -

3
Rep corta entre los nonanucledtidos en

. . L, cadena del virion
Progresion de la horguilla de replicacion
@ Rep y desplazamiento de la cadena
@ REn /
_J) DNA polimerasa \
& RFC
) MCM2

@ RPA32 Formacion de la horquilla de replicacion y union de
factores del hospedero y proteinas virales
o PCNA

Formacion de la
estructura tallo-asa

v

Figura 5. Modelo de replicacién del DNA geminiviral por circulo rodante (RCR). EI DNA viral de
cadena sencilla (ssDNA) es convertido a DNA de doble cadena (dsDNA), que es la forma replicativa
del genoma viral. La proteina iniciadora de la replicacion (Rep) se une a los iterones, formando
oligomeros, y corta dentro de la secuencia nonanucleotidica (TLACC) presente en la estructura tallo-
asa que se forma en la region intergénica. Rep se une al extremo 5’de la cadena del viridn y permite
el ingreso hacia el extremo 3"-OH de la cadena complementaria de varios factores de replicacién del
hospedero, tales como RPA32, RFC, PCNA, DNA polimerasa y MCM2, . La proteina viral REn
también participa en el proceso de replicacion. Después de sintetizar la copia completa del genoma
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incluyendo la secuencia nonanucleotidica, ésta es cortada y ligada por Rep, liberando una molécula
de ssDNA viral (virién)(Hanley-Bowdoin et al., 2013).

1.2 Estructura de la Cromatina y Epigenética

En células eucariotas el DNA gendmico se encuentra asociado a multiples
proteinas formando un complejo con un extraordinario grado de compactacion y
organizacion fisica, conocido como cromatina (Rosa & Shaw, 2013). La cromatina
es una estructura dindmica que puede estar sometida a diversos cambios; sefales
del ciclo celular, desarrollo o estrés, y que ademds, puede coordinar los
mecanismos de replicacion o transcripcion o de reparacion del DNA en regiones
especificas (Conaway, 2012). Se han identificado un gran nimero de dominios en
la cromatina, lo cual muestra que el genoma eucariota se encuentra altamente
compartamentalizado, y estos segmentos son funcionalmente distintos. Por

ejemplo, una fraccion grande en el genoma, conocida como, dominios asociados a

la lamina (Lamina-associated domains; LAD’s), esta asociada con la membrana
nuclear y correlaciona con un bajo nivel de expresiéon de los genes contenidos ahi,
indicando que LAD’s representan un ambiente represivo en la cromatina. Los
bordes entre la eucromatina y la heterocromatina estan delimitados por la proteina
insulator CTCF. Ademas los promotores estan orientados lejos de LAD’s, sugiriendo
gue el posible mecanismo de LAD, es el confinamiento (Fig. 6A). La cromatina esta

conformada por subunidades, llamadas nucleosomas (Luger et al., 1997).
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A Cromatina
Condensada

Cromatina Reprimida

aquinaria de
Transcripcion

Cromatina Activa

Figura 6. Estructura de la cromatina. (A) ElI genoma eucariota esta altamente
compartamentalizado, con segmentos (0 regiones) funcionalmente distintas. Una gran fraccion del
genoma, es conocida como dominios asociados a la Lamina o LAD’s, este segmento esta asociado
a la membrana nuclear y correlaciona con niveles bajos de expresion génica, indicando que LAD’s
representa un ambiente represivo de la cromatina. Los limites estan sefialados por la proteina
insulator CTCF. Los bucles de la cromatina separan las regiones activas (azul claro o rojo) de las
represivas (azul oscuro o rojo) y LAD’s de la eucromatina. Las fibras de cromatina de 10 nm
consisten en arreglos regularmente espaciados de complejos histonas — DNA, estos constituyen la
estructura primaria de la cromatina. La cromatina esta constituida por subunidades llamadas
nucleosomas. (B) Estructura del nucleosoma. Un nucleosoma consiste en un octdmero formado por
proteinas histonas (dos copias de cada una: H2A, H2B, H3 y H4) envuelto por DNA. La histona H1
se une al DNA estabilizando el nucleosoma y facilitando la formacién de las fibras de 30 nm de la
cromatina. Las histonas que forman al nucleosoma pueden ser post-traduccionalmente modificadas,
con acetilaciones, metilaciones, etc. Estas modificaciones post-traduccionales contribuyen a la
formacién del estado represivo o activo en regiones de la cromatina. Las proteinas no histonas,
HMGB (High-mobility group box) juegan un papel crucial en el mantenimiento de la estructura de la
cromatina. Figura tomada de Adomas & Wade, 2013.

1.2.1 Nucleosomas
La “estructura candnica” de los nucleosomas incluye un segmento de DNA
de 147 pb y dos copias de cada una de las cuatro proteinas conocidas como

histonas canonicas (sin modificaciones post-traduccionales): H2A, H2B, H3 y H4
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(Luger et al., 2012). Estas cuatro histonas son relativamente pequefias (11 — 15
kDa), altamente basicas (punto Isoeléctrico de 10 - 11) y se encuentran conservadas
en los distintos organismos eucariontes (Thatcher & Gorovsky, 1994). Para la
formacién del nucleosoma, las histonas primero forman heterodimeros. H3 se une
con H4, formando un dimero H3/H4 con una estabilidad media, alrededor de 6-7
Kcal/mol dentro de condiciones fisiologicas (100mM NaCl, 10mM Tris HCI, pH 8),
comparado con el dimero H2A/H2B que tiene mayor estabilidad, 11-12 Kcal/mol
(Cutter & Hayes, 2015). Todo esto, en suma a los grupos fosfatos que contiene el
DNA que se asocian a aminoacidos con carga positiva de las histonas, da lugar al
nucleosoma como una estructura estable (Fig. 6B) (Luger et al., 1997; Sheinin et

al., 2013).

Ademas de las histonas canonicas, existen las histonas no-candnicas o
variantes. A diferencia de las histonas candnicas, que su funcién principal es el
empaquetar el genoma y la regulacion de genes, las variantes de histonas o
histonas no-candnicas tienen una variedad de funciones en diversos procesos tales
como, reparacion del DNA, recombinacidbn meidtica, segregacion de los
cromosomas, iniciacion y terminacién de la transcripcidon, entre otras (Allshire &
Karpen, 2008; Altaf et al., 2009; Orsi et al., 2009). Esta diversidad de funciones, en
parte, se debe a las diferencias estructurales entre las histonas canoénicas y sus
variantes, que alteran la estructura “candnica” del nucleosoma y con ello, su
dindmica (nucleosoma reprimido o activo) (Talbert & Henikoff, 2010). Por ejemplo,
las variantes H2A.Z y H3.3 estan principalmente asociadas a conformacién de la

cromatina relajada y activa (con actividad transcripcional alta), mientras que la
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adiciéon de la variante macroH2A estabiliza el nucleosoma y esto se asocia a un

estado reprimido de la cromatina (Biterge & Schneider, 2014).

Aunque la mayor parte de las histonas (75%) forma la estructura basal del
nucleosoma, hay regiones de estas proteinas (principalmente el extremo N-
terminal) que se extienden hacia el exterior del nucleosoma (Pepenella et al., 2014).
Los amino&cidos en estos extremos quedan expuestos a diferentes modificaciones
post-traduccionales, que ahora se sabe, son de gran relevancia biolégica (Tessarz

& Kouzarides, 2014)(Fig. 6B).

1.2.2 Modificaciones Post-traduccionales de Histonas

Se han identificado mas de 60 residuos diferentes en histonas con alguna
modificacion post-traduccional (Post-Traductional Modification; PTM), esto se ha
logrado por medio de ensayos con anticuerpos especificos o por analisis de
espectrometria de masas (Kouzarides, 2007). Las PTM en histonas son diversas;
acetilacion en lisina (K); metilacion en lisina (K) y arginina (R); fosforilacion en serina
(S), treonina (T) y tirosina (Y); SUMOilacion, ubiquitinacion, ribosilacion, entre otras
(Bannister & Kouzarides, 2011). Estas modificaciones son reversibles, y varias PTM
pueden actuar en combinacién para contribuir a que la cromatina adquiera un
estado de actividad especifico (MacAlpine & Almouzni, 2013). Las PTM mas
estudiadas son las que se encuentran en el extremo N-terminal de las histonas
(Figura 6 y Tabla 1). Algunas de estas modificaciones pueden afectar directamente
las interacciones entre nucleosomas. Por ejemplo, en Drosophila la acetilacion de
la lisina 16 de la histona H4 (H4K16ac) mostro una reduccion en la compactacion

de la cromatina, ademas de un incremento en la transcripcion tanto in vitro como in
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vivo (Akhtar et al., 2000). Ademas, la di- y tri-metilacién de la lisina 20 de la histona
H4 potencia la condensacion de la cromatina in vitro (Lu et al., 2008). En adicion a
este efecto directo, las modificaciones posttraduccionales de histonas también
actuan de forma indirecta, reclutando a proteinas efectoras; para bloguear o facilitar
el acceso a complejos remodeladores o modificadores de la cromatina o factores de
transcripcion (Lawrence et al., 2016). Por ejemplo, la modificacion H3K9me3 es
reconocida por el cromo dominio de la proteina de la heterocromatina (HP1), esta
proteina se asocia a la DNA citosina metiltransferasa (DIM-2), y esta a su vez metila
el DNA en esa region, esto tiene como consecuencia la represion de la transcripciéon
en Neurospora crassa (Du et al.,, 2015). Ademas del extremo N-terminal, otras
regiones de las histonas también son modificadas. EI dominio globular central de la
histonas también puede contener diversas modificaciones (ver Tabla 2 de Lawrence

et al., 2016).

TABLA 1. MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES DE HISTONAS
Histona‘ Modificacion Funcion Referencia

H2A H2AS1P Mitosis; Ensamble de la cromatina (Barber et al., 2004)
H2AK4/5ac Activacion Transcripcional (FUSAUCHI, Y., & Koichi, 1984)
H2AK7ac Activacion Transcripcional (Suka et al., 2001)
H2AK119P Espermatogenesis (Baarends et al., 2007)
H2AK119ugq |Represion Transcripcional (H. Wang et al., 2004)
H2B H2BS14P Apoptosis (Cheung et al., 2003)
H2BK5ac Activacion Transcripcional (Golebiowski & Kasprzak, 2005)
H2BK11/12ac | Activacion Transcripcional (Suka et al., 2001)
H2BK15/16ac | Activacion Transcripcional (Suka et al., 2001)
H2BK20ac Activacion Transcripcional (Golebiowski & Kasprzak, 2005)
H2BK120ug |Espermatogenesis/Meiosis (Baarends et al., 2007)
H2BK123ug | Activacion Transcripcional (Robzyk, Recht, & Osley, 2000)
H3 H3K4me2 Eucromatina (Santos-Rosa et al., 2002)
(K. Zhang et al., 2002)
H3K4me3 Elongacio_n Tran_scripcional; (Santos-Rosa et al., 2002)(Roguev et
Eucromatina Activa al., 2002)(Strahl, Ohba, Cook, & Allis,
1999)
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H3K9me3 (I?;pg'z\lsxm Transcripcional; Metilacion (K. Zhang et al., 2002)(Rea et al., 2000)
. . (Bauer, Daujat, Nielsen, Nightingale, &

H3R17me Activacion Transcripcional Kouzarides, 2002: Chen et al., 1999)

H3K27me3 Silenciamiento Transcripcional (K. Zhang et al., 2002)

H3K36me3 Elongacion Transcripcional (K. Zhang et al., 2002)

H3K4ac Activacion Transcripcional (Strahl et al., 1999)

H3K9ac Ag:uvamon Transcripcional; Depositar (Suka et al., 2001)
Histonas

H3K14ac Activacion Transcripcional; Reparacion (K. Zhang et al., 2002)
del DNA
Activacion Transcripcional; Reparacion

el del DNA; Replicacion del DNA (0% Zneng el 2007)

H3K23ac Activacion Transcripcional; Reparacion (K. Zhang et al., 2002)
del DNA

H3K27ac Activacion Transcripcional (Lawrence et al., 2016)

H3T3P Mitosis (Lawrence et al., 2016)

H3S10P M|t05|s;'M(.a|03|s; Activacion (Rea et al., 2000)
Transcripcional

H3T11/S28P | Mitosis (Lawrence et al., 2016)

H4 H4R3me Activacion Transcripcional (H. Wang et al., 2001)

H4K20mel Silenciamiento Transcripcional (Nishioka et al., 2002)

H4K20me3 Heterocromatina (EEmrEmes G el AU,

HAK5ac Activacion Transcripcional; Depositar (Suka et al., 2001)(K. Zhang et al.,
Histonas; Replicacion del DNA 2002)

HAKSac Activacion Transcripcional; Reparacion | (Suka et al., 2001)(K. Zhang et al.,
del DNA; Elongacion Transcripcional 2002)
Silenciamiento Telomerico; Depositar

H4K12ac Histonas; Activacion Transcripcional; (Z%UOISI etal., 2001)(K. Zhang etal.,
Reparacion del DNA

HAK16ac Activacion Transcripcional; Reparacion | (Akhtar et al., 2000; Suka et al., 2001;
del DNA K. Zhang et al., 2002)

H4S1P Mitosis (Barber et al., 2004)

1.2.3 Metilacion del DNA

En plantas, RNAs pequefios (SRNAs) de una longitud de 21 — 24 nt dirigen la

magquinaria de silenciamiento de RNA de manera secuencia-especifica (Hamilton et

al., 2002; Xie & Yu, 2015). Los sRNAs de 21/22 nt estan involucrados en el

Silenciamiento Génico Post-Traduccional (PTGS) (Hamilton & Baulcombe, 1999).

Los sRNAs de 24 nt estan asociados con la metilacién de DNA dirigida por RNA
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(RADM) (Qi et al., 2006). Sin embargo, recientes estudios indican que tanto SRNAs
de 21 nt como de 24 nt estan involucrados en la metilacion del DNA, y proponen
que los sSRNAs de 21 nt pueden establecer la metilacion del DNA, mientras que los
SRNAs de 24 nt estan involucrados en la amplificacién y mantenimiento de la
metilacion, este mecanismo es conocido como ruta No-Canonica de metilacion del

DNA (Kim & Zilberman, 2014; Bond & Baulcombe, 2015).

El proceso de RdDM inicia con la biogénesis de siRNAs de 24 nt del loci
blanco (regiones de DNA que seran metiladas). En este proceso, la RNA Polimerasa
IV dirigida por DNA (Pol 1V), enzima especifica de plantas, produce RNAs de cadena
sencilla (ssRNAs) del locus blanco, los cuales seran convertidos en RNAs de doble
cadena (dsRNAs) por la RNA Polimerasa 2 dependiente de RNA (RDR2). Los
dsRNAs son procesados por DICER-LIKE 3 (DCL3) generando RNAs pequefios
(siRNA) ~24 nt. Después su produccion, los siRNAs son metilados en el extremo 3
por HUA ENHANCER 1 (HEN1). Una cadena del siRNA se une a AGO4 (Argonauta
4); este complejo AGO4-siRNA ingresa al nucleo. Una vez en el nacleo el complejo
AGO4-siRNA recluta a DRM2 (Domains Rearranged Methyltransferase 2) para
catalizar la metilacion de novo de DNA, seleccionando como blanco los transcritos
nacientes sintetizados por la RNA Polimerasa V dirigida por DNA. Ademas de las
proteinas mencionadas, para que el mecanismo de RdDM se lleve acabo, se

requieren proteinas accesorios (Matzke & Mosher, 2014; Xie & Yu, 2015)(Fig. 7).

La metilacion del DNA tiene dos roles importantes: la regulacion de la
expresion de genes (Jones, 2012) y el silenciamiento de elementos repetidos tales

como transposones, retrotransposones, regiones pericentroméricas y telémeros
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(Sigman & Slotkin, 2016; Wang et al., 2016). La metilacion de regiones promotoras
generalmente inhibe la expresion de genes, mientras que la metilacion en el cuerpo
del gen no modifica su expresion (Zilberman et al., 2007; Jones, 2012). La metilacién
del DNA es establecida por la metilacion de novo, y mantenida por la metilacion de
“‘mantenimiento” (ésta preserva la metilacion ya existente) (Matzke & Mosher, 2014;
Wu et al., 2010). La metilacion del DNA puede ocurrir en los tres contextos; simétrico
CGyCHG (H=A, ToC)y asimétrico CHH. La metilacion de novo es catalizada
por la enzima DRM2, y es mantenida por diversas enzimas; la metilacion CG es
mantenida por la DNA metiltransferasa 1 (MET1, también conocida como DMT1), la
metilacion CHG es mantenida por la Cromometiltransferasa 3 (CMT3), y la
metilacion CHH es mantenida por la DRM2 y el mecanismo de RdDM (Law &

Jacobsen, 2010).

Existe evidencia que indica la estrecha relacién que hay entre la metilacion
del DNA vy el posicionamiento de nucleosomas (Chodavarapu et al., 2010). Por
ejemplo, se ha observado que las DNA citosina 5-metiltransferasas tienen como
blanco preferente el DNA que estad formando parte del nucleosoma, esto sugiere
que la posiciobn del nucleosoma puede controlar la metilacion del DNA
(Chodavarapu et al., 2010; Feng et al., 2010). La metilacion del DNA, las diversas
modificaciones post-traduccionales de histonas, el posicionamiento de
nucleosomas, entre otros factores epigenéticos, se encuentran regulando
mecanismos como la transcripcion, reparacion del DNA y el silenciamiento de
elementos repetidos, en diferentes regiones de la cromatina (eucromatina y

heterocromatina).
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Figura 7. Esquema de la Ruta “Candnica” de Metilacion del DNA dirigida por RNA (RdDM).
Biogénesis de siRNAs dependientes de la RNA Polimerasa IV (Pol 1V) (panel izquierdo). La Pol IV
transcribe un RNA de cadena sencilla (ssRNA) que es copiado en RNA de cadena doble (dsRNA)
por la RNA Polimerasa 2 dependiente de RNA (RDR2), con la asistencia del remodelador de la
cromatina CLASSY1 (CLSY1). El dsRNA es procesado por DICER-Like 3 (DLC3) en siRNAs de 24
nucleétidos, que son metilados en su extremo 3" por HUA ENHANCER 1 (HENL1) e incorporados a
ARGONAUTA 4 (AGO4). La RNA Polimerasa V (Pol V) media la metilaciéon de novo (panel del
medio). La Pol V transcribe una region que alinea con los siRNAs unidos a AGO4. AGO 4 es
reclutada por medio de interacciones con el dominio carboxilo terminal de la subunidad grande de
Pol V y con el factor de transcripcién con dominio KOW 1 (KTF1). La RDM1 (RNA-Directed DNA
Methylation 1) se une a AGO4 junto con DRM2 (Domains Rearranged Methyltransferase 2) y
catalizan la metilacién de DNA de novo. La transcripcion por Pol V puede ser facilitada por el
remodelador de la cromatina DRD1 (Defective in RNA-directed DNA Methylation 1) junto con RDML1,
DMS3 (Defective in Meristem Silencing 3) y MORCG6 (Microrchidia 6) por relajacion de esa regién de
la cromatina. EIl posicionamiento de nucleosomas (panel derecho) es equilibrado por el complejo
SWI/SNF, el cual interactta con el complejo IDN2 (Involved in de novo 2) — IDP (IND2 paralogo) que
se une al transcrito naciente de RNA (sintetizado por Pol V). La adicion de modificaciones post-
traduccionales represivas en histonas (tal como H3K9me por SUVH4, SUVH5 y SUVHG6) se facilita
por HDAG (Histone desacetilase 6), IMJ14 (Jumoniji 14) y UBP26 (Ubiquitin-Specific Protease 26) ya
que estas remueven las marcas post-traduccionales de histonas relacionadas a activacién. Figura
tomada de Matzke & Mosher, 2014.
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1.3 Interaccién Geminivirus — Planta

Para que la infeccion de cualquier virus sea exitosa, éste debe ser capaz de
inducir en el hospedero cambios metabdlicos, fisiologicos y de expresion génica ya
sea de manera temporal y/o espacial (Golem & Culver, 2003; Whitham et al., 2003).
Las consecuencias macroscopicas de todas estas interacciones y cambios en la
expresion génica provocados por los virus en el hospedero son conocidos como
sintomas. En el caso de los begomovirus, los sintomas pueden ir desde ligeras
clorosis de venas o mosaicos hasta la deformacion foliar, abscision floral y enanismo
de la planta (Carrillo-Tripp et al., 2007).

Para identificar y tratar de entender todos estos cambios, se han realizado
analisis masivos de la expresion de genes, utilizando técnicas como microarreglos
y RNAseq (Golem & Culver, 2003; Géngora-Castillo et al., 2012; Mochizuki et al.,
2014). Estos analisis han permitido determinar cambios coordinados en la expresion
de genes en respuesta a la infeccibn de diversos virus de RNA, asi como
alteraciones especificas en respuesta de cada uno (Whitham et al., 2003). Sin
embargo, los cambios en los patrones de expresion de genes en plantas infectadas
por virus de DNA han sido menos estudiados. Ascencio-lbafiez y colaboradores
(2008), realizaron el analisis del transcriptoma de Arabidopsis en respuesta a la
infeccion con el geminivirus, Cabbage leaf curl virus (CaLCuV), encontrando 5365
genes diferenciales. Entre los genes inducidos encontraron algunos relacionados
con la ruta de acido salicilico, apoptosis, estrés genotoxico y reparacion del DNA.
Ademas, encontraron que, genes relacionados al ciclo celular estaban siendo

alterados por la infeccion (Ascencio-lbafiez et al., 2008).
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Algunos de estos estudios de interaccion proteinas geminivirales-hospedero,
muestran que al expresar individualmente proteinas de los virus de MYMV
(Mungbean yellow mosaic virus; virus del mosaico amarillo del garbanzo verde) y
TLCV (Tomato leaf curl virus; virus del enrollamiento de la hoja del tomate), que
todas las proteinas virales (excepto CP) interactian con proteinas del hospedero y
algunas de ellas producen un fenotipo similar al de los sintomas provocados por la
infeccion viral (Selth et al., 2004).

Los geminivirus no codifican para una DNA polimerasa, sin embargo, tienen
la capacidad de infectar y replicarse en tejido diferenciado, en donde la maquinaria
de replicacién ya no es activa. Esto sugiere que los geminivirus inducen la expresiéon
de factores necesarios para iniciar su ciclo infectivo (Nagar et al., 1995; Lucy et al.,
1996). Existen varios estudios donde se aporta evidencia de la induccion de factores
celulares por geminivirus. Por ejemplo, en plantas de tabaco, se demostré que la
expresion del antigeno nuclear de proliferacion nuclear (PCNA) en tejido sano y
diferenciado es nula, pero ésta se induce en el tejido diferenciado infectado con el
virus TGMV (Tomato golden mosaic virus; Virus del mosaico dorado del tomate), la
induccion de PCNA es debida especificamente a la presencia de la proteina viral

Rep (Nagar et al., 1995; Egelkrout et al., 2001).

1.3.1 Remisién de sintomas (Recuperacion).
Un fendbmeno que se ha observado en algunas interacciones
begomovirus-planta que resulta muy interesante, es el de remisién de sintomas o

recuperacion, este se caracteriza por la disminucién de sintomas en las hojas
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posteriores a la infeccion. Este fendmeno fue observado en la interaccion de plantas
de Vigna mungo con Vigna mungo yellow mosaic virus (VMYMYV). Las plantas de V.
mungo que sobre-expresaban dsRNA de secuencia similar a la region intergénica
de VMYMV, fueron infectadas por VMYMYV y observaron que las plantas inoculadas
se recuperaban de la infeccion. Los dsRNA inducian los mecanismos de
silenciamiento génico (TGS y PTGS) (Pooggin et al., 2003). La recuperacion
también se observo en la interaccion de African cassava mosaic virus (ACMV) con
plantas de Nicotiana tabacum y Manihot esculenta (cassava). En este estudio
relacionaron la severidad de los sintomas y la recuperacion, con la acumulacién de
siRNAs de secuencia similar al genoma viral, de un tamafio entre 21 — 26
nucleétidos (Chellappan et al., 2004). Otro sistema en donde se ha observado la
recuperacion, es en plantas de Arabidopsis y Beet curly top virus (BCTV L2-), virus
mutante deficiente en TrAP (en este trabajo se denominé como L2). EI DNA viral
aislado de plantas recuperadas se encontrd hipermetilado a diferencia del virus
obtenido de plantas infectadas con BCTV silvestre donde no hay recuperacion.
Ademas, lineas mutantes de Arabidopsis en genes relacionados a rutas de
metilacion fueron hipersensibles a la infeccién con BCTV L2-(Raja et al., 2008). Este
es el primer trabajo donde dan evidencia de que modificaciones post-traduccionales
de histonas (H3ac, H3K4me2, H3K9me2 y H3K27me?2) estas asociadas al genoma
viral (Raja et al., 2008). En el sistema natural Capsicum annuum — PepGMV se
observd este mismo fendmeno (Carrillo-Tripp et al., 2007). Plantas de chile
inoculadas por bombardeo a baja presion en la 3ra o 4ta hoja verdadera (h.v.),
después de 10 a 15 dias post-inoculacion (dpi), las hojas 5ta a 8va mostraron los

sintomas caracteristicos de la infeccion por PepGMV (mosaicos dorados y
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arrugamiento de las hojas). Las hojas siguientes (> 9na) mostraron una reducciéon
significativa en la intensidad de los sintomas, y en algunos casos los sintomas
desaparecieron por completo (Fig. 8). En este estudio se relacionoé la disminucién o
pérdida de sintomas, con el decremento en la concentracion de DNA y RNA viral
(Carrillo-Tripp et al., 2007). Ademas probaron que existe resistencia especifica en
plantas en remision, e identificaron RNAs pequefios similares a la secuencia de los
dos componentes gendémicos del virus, sugiriendo que el PTGS es parte del
mecanismo de defensa que conduce a la remision de sintomas (Carrillo-Tripp et al.,
2007). Posteriormente, Rodriguez-Negrete et al., (2009) realizaron el analisis de
RNAs pequefios provenientes del genoma viral, y encontraron RNAs de un tamafio
de 24 nt que resultaron complementarios a las regiones intergénicas del genoma
viral, que correlacionaban con los niveles de metilacion en la esta misma region,

gue se incrementaban alrededor del 15% en hojas en remision.

Figura 8. Planta de chile infectada con PepGMV mostrando remision de sintomas. Planta de
Chile infectada con PepGMV, después de 18 dias pos-inoculacién. Bl, hoja debajo de la hoja
inoculada; S, hojas con sintomas; R, hojas en remision (Figura de Carrillo-Tripp et al., 2007).
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Varios estudios sugieren la posible funcion de la metilacién del DNA viral,
como una estrategia de defensa de la planta contra geminivirus. Por ejemplo, la
metilacion in vitro de DNA germiniviral reduce drasticamente su infectividad (Brough
et al., 1992; Ermak et al., 1993). Carrillo-Tripp et al. (2007), aislaron DNA viral total
(PepGMV) de hojas de plantas de chile con sintomas (10 dpi) y remision (24 dpi).
La inoculacion de plantas sanas con este DNA provoco los sintomas caracteristicos
a una infeccion por PepGMV (Carrillo-Tripp J. 2007. Cinvestav Irapuato, Tesis
Doctoral). Por lo tanto, el DNA viral proveniente de tejido sintomético o en remision,
resultaron igualmente capaces para producir la infeccion, aunque cabe sefialar que
dentro del DNA viral total usado, para la inoculacion, se encontraba DNA de cadena
doble (dsDNA) y sencilla (ssDNA), que como se sabe, tienen caracteristicas
biolégicas diferentes (ver los apartados de Replicacion y Transcripcion viral). Existe
controversia sobre el tipo de DNA viral que esta siendo metilado y su posible
relevancia biologica (Paprotka et al., 2015; Pooggin, 2013). Hasta el momento, no
existen datos contundentes que muestren si el sSDNA puede o no estar metilado.
Por otra parte, se sabe que el dsDNA asociado a histonas si se encuentra metilado
(Raja et al., 2013). EI DNA viral asociado histonas con modificaciones post-
traduccionales relacionadas a activacion (H3Ac) se encontr6 hipometilado (aprox.
40%), mientras que el DNA viral asociado a modificaciones de represion
(H3K9me2) se encontré hipermetilado (aprox. 95%) (Raja et al., 2013).
Recientemente, se han vinculado directamente la H3K9me como una marca

esencial para el mantenimiento del TGS contra geminivirus, en Nicotiana
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benthamiana (Sun et al.,, 2015). Ademas, la proteina viral TrAP interactla
directamente con la histona metiltransferasa SuvH4 (KYP) para inhibir su funcién

(Castillo-Gonzalez et al., 2015).

En resumen, el fendbmeno de remisidon de sintomas o recuperacion, se
caracteriza por una drastica disminucion en la concentracion de DNA y RNA viral,
que puede deberse a la accion combinada de los mecanismos de silenciamiento
génico post-transcripcional 'y transcripcional. Si consideramos que el
minicromosoma viral, es una molécula clave en la regulacion de la transcripcion y
replicacion viral, entonces es posible que exista una afectacion directa sobre él, que

nos ayude a elucidar este fenémeno.
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. Hipotesis

En el fendmeno de remisién de sintomas observado en el modelo PepGMV-
Capsicum annuum, el minicromosoma viral esta siendo afectado directamente por
marcas epigenéticas. Por lo tanto, se podran distinguir distintas poblaciones de

minicromosomas al analizar diferentes estadios del ciclo infectivo de PepGMV.

lll.  Objetivos

3.1 Objetivo general

Analizar la estructura del minicromosoma viral de PepGMV en diferentes estadios

del proceso infectivo en Capsicum annuum.

3.2 Objetivos particulares

e Disefiar un protocolo para la purificacién del minicromosoma viral.

e Comparar la conformacion del minicromosoma viral obtenido de tejido
sintoméatico y en remision.

e Analizar el perfil de metilacion del minicromosoma viral en ambos estadios.

e Analizar si existen diferencias en las modificaciones post-traduccionales de
las histonas asociadas a las diferentes poblaciones de minicromosomas,

¢ |dentificar proteinas asociadas al minicromosoma.
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IvV. Materiales y Métodos

4.1 Inoculacién de plantas de chile.

Se germinaron semillas de chile (Capsicum annuum L. var. Sonora Anaheim) en
una camara bioclimatica a 28°C con un fotoperiodo de 16:8h (luz/oscuridad). Las
plantas se inocularon por bombardeo usando la clona dimérica infectiva del virus
del mosaico dorado del chile (PepGMV) (Carrillo-Tripp et al., 2007). Las muestras
de tejido sintomatico fueron colectadas a 10 dias después de la inoculacién (dpi) y
las muestras de tejido en remisién fueron colectadas a los 24 dpi. Las muestras

fueron congeladas usando nitrégeno liquido, y almacenadas a -80°C.
4.2 Digestion con nucleasa micrococal e hibridacion tipo Southern.

Se maceraron 5g de tejido fresco con la ayuda de mortero y N2 liquido, hasta
obtener un polvo fino. El tejido fue resuspendido en 20 ml de buffer 20mM Tris-HCI
pH 8, 10 mM NacCl, 3 mM MgCI2, 0.15 mM espermina, 0.5 mM espermidina y 0.5%
Triton X-100. Esta solucidén se paso a través de tres mallas de gasa, y tres mallas
Miracloth. El filtrado fue centrifugado a 1000g por 10 min a 4°C. El sedimento que
contiene los nucleos, se lavo con 5 ml de buffer de digestién (10 mM Tris-HCI (pH
7.4), 15 mM NaCl, 60 mM KCI, 0.15 mM espermina y 0.5 mM espermidina) usando
las mismas condiciones de centrifugacion mencionadas antes. Los nucleos fueron
resuspendidos en 1 ml de buffer de digestion conteniendo 10 mM CaClz. Se
transfirieron 100 ul de los nucleos en seis tubos de 1.6 ml. A cada uno de los tubos
se le agrego una concentracion especifica de nucleasa micrococal

(ThermoScientific #EN0181), que va desde 0, 0.5, 1, 2.5, 5y 10 Unidades, ademas
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de 1 pl de RNAsa. La muestra se incubo por 10 min a 37°C. Para detener la reaccion
se agregaron 80 pl de buffer de digestién y 20 pl de buffer stop (100mM EDTA,
10mM EGTA). Para la extraccion de DNA, se agregaron 3 pl de proteinasa K (25
mg/ml) y 10 pl de SDS (20%). La muestra se incubo toda la noche a 37°C. Después
de la incubacion se agregd 200 pl de fenol:cloroformo (1:1) y se agito
vigorosamente: Después de centrifugar a 12 000g por 10 min a 4°C, se colecto la
solucion acuosa y se le agregdé 1 ul de glicogeno (5mg/ml) y 500 ul de etanol
absoluto (- 20°C). Se dejo incubando a - 70°C por 1h. El DNA fue colectado por
centrifugacion a 12 000g por 15 min a 4°C. El DNA fue separado por electroforesis
en gel de agarosa al 1.5% (60 V/ 3 h) y transferido a una membrana (tipo de
membrana).La membrana fue pre-hibridada por 2 h a 65°C con buffer de hibridacion
(7 % SDS, 1 % BSA, 1 mM EDTA pH 8.0, 250 mM NaPO4 pH 7.2). Transcurrido el
tiempo se cambio el buffer por buffer fresco y se agregd la sonda marcada con
biotina (el componente A de PepGMV fue usado como sonda, y se utilizé el Biotin
DecalLabel DNA Labeling Kit (ThermoSientific #K0651) para hacer el marcaje). La
sonda se incubo a 65°C toda la noche. La deteccion se realiz6 con Biotin
Chromogenic Detection Kit (ThermoSientific #K0661). La imagen fue analizada con

la ayuda del programa ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/).

4.3 Purificacion del minicromosoma de PepGMV.

Se macerd 20 g del tejido fresco con ayuda de mortero y N2 liquido, hasta
obtener un polvo fino. El tejido pulverizado se transfirié a un vaso de precipitado con
200 ml de buffer A (10 mM Tris-HCI pH 9, 80 mM KCI, 1 mM espermidina, 1 mM

espermina, 0.5 % Tritbn X-100, 500 mM Sacarosa ultra pura y 15 mM B-
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mercaptoetanol), suplementado con una tableta de inhibidores de proteasas
(SIGMAFAST Protease Inhibitor Cocktail Tablet, #58830). El homogeneizado se
filtr6 usando cuatro capas de gasa. El filtrado resultante se filtré6 nuevamente pero
usando tres capas de malla Miracloth (Calbiochem #475855).Tras centrifugar por
15 min a 2000 g (Sorvall super T21, SL250T), el sedimento rico en nucleos se
resuspendio en 1 ml de buffer B (10 mM Tris-HCI pH 8, 1 % Triton X-100) con ayuda
de un pincel, y se centrifugd por 5 min a 2000 g (sorvall super T21, SL50T). El
sedimento rico en nucleos se resuspendié con ayuda de un pincel en 1 ml de buffer
de extraccion (10mM Tris-HCI pH 8, 0.05% Sarkosyl, 1% Tritébn X-100) y se incubd
por 15 min en hielo. La suspension se centrifugé por 15 min a 2000g. El

sobrenadante obtenido contiene el minicromosoma viral.

4.4 Ensayos de inmunoprecipitacion de la Cromatina.

El protocolo usado para la inmunoprecipitacion de la cromatina se basé en la
metodologia descrita por Saleh y colaboradores (Saleh et al., 2008). Se tomé6 1 g de
tejido sintomatico y en remision para purificar el minicromosoma viral (500 ul). Las
perlas recubiertas con proteina A (Millipore; 16-157) se lavaron por 2 h a 4°C. La
inmunoprecipitacion se realiz6 toda la noche a 4°C, usando 3 ug de cada anticuerpo,
Anti-Histona H2B (Millipore; 07-371) y Anti-Histona H3 (Millipore; 06-755). El DNA
inmunoprecipitado se extrajo usando fenol/cloroformo, seguido por precipitacion con
etanol absoluto. EI DNA purificado se cuantifico por PCR tiempo real, usando oligos

especificos para PepGMV.
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Para realizar el analisis de las fracciones del gradiente de sacarosa, fue
necesario eliminar la sacarosa, y concentrar la muestra (10X). Para ello se utilizé
un centricon (10,000 NMWL; Amicon Ultra-4), obteniendo un volumen final de 50 pl.
Se utilizaron 10 pl de cada fraccion (10X) para cada inmunoprecipitacion. Las perlas
recubiertas con proteina A (Millipore; 16-157) se lavaron por 2 h a 4°C. La
inmunoprecipitacion se realizé toda la noche a 4°C, usando 3 pg de cada anticuerpo,
anti-Histona H3K9me2 (Millipore; 17-658) y anti-Histona H3K4me3 (Millipore; 17-
648). EI DNA inmunoprecipitado se extrajo usando fenol/cloroformo, seguido por
precipitacion con etanol absoluto. EI DNA purificado se cuantifico por PCR tiempo

real, usando oligonucleotidos especificos para PepGMV.

4.5 Sedimentacién del minicromosoma viral por medio de gradientes
discontinuos de sacarosa.

El sobrenadante de la extraccion con Sarkosyl que contiene el minicromosoma
viral (1 ml) se separd usando un gradiente discontinuo de sacarosa (10 mM Tris-
HCI, pH 8, 1X coctel de inhibidores de proteasasy, 15 %, 25 %, 35 % W/V sacarosa).
Las muestras se centrifugaron a 250, 000g por 1 h a 4°C (Sorvall, SW55Ti). Las
fracciones se lavaron dos veces usando 5 ml de buffer tris —HCI pH 8, y se
concentraron 10 veces. Tanto el lavado como la concentracion de la muestra se
realizaron con ayuda del centricon (10,000NMWL; Amicon Ultra-4) a 4000g por 15
min a 4°C (IEC Milti Thermo Electron Corporation, rotor 8947, adaptador 6563E).
Se tomo una alicuota de 20 pl de cada fraccidn, y se incub6 con 2 % SDS, 25 mM

EDTA, 3 ul proteasa K (20 mg/ml), a 37°C toda la noche. El DNA se purifico usando
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el método estandar de fenol/cloroformo, y se precipité con etanol absoluto (1h / -

70°C)

4.6 Cuantificacion del DNA viral por PCR tiempo real.

El PCR se realiz6 en un termociclador StepOne System (Applied biosystems)
usando SYBR Green JumpStart Tag ReadyMix (Sigma #S4438). Para reacciones
de 20 pl, se utilizé 2 pl de DNA, 1 ul de cada oligonucleétido (10 pM). La
amplificacion y cuantificacion se hicieron utilizando el siguiente programa: 95°C por
15 s. 57°C por 1 min, con mediciones de fluorescencia simples, por 40 ciclos. El
programa usado para la curva de disociacion fue de 60 a 90 °C con un aumento de
temperatura de 0.1°C por segundo y con mediciones continuas de fluorescencia.
Los oligos usados fueron PepGMVRepg5” (5"-CAAAGCTGGTGATCCGAAAAACG-
3) y PepGMVRepg3” (GTTAAACGAGGATAATGGATAAGG-3"), que dan un
fragmento esperado de 120 pb. Para crear la curva estandar para la cuantificacion
absoluta del DNA viral, se realizaron diluciones seriadas que contenian el dsDNA
PepGMV (monémero) en un rango de 107 a 10® moléculas por microlitro. La curva
estandar se obtiene por un analisis de regresion lineal de la cuantificacion del valor
de los ciclos (Cq) de cada una de las tres replicas técnicas sobre el logio de la
concentracion de DNA. La eficiencia (E) del gPCR es calculada con la siguiente
formula: E = e("105)-1 donde s fue igual - 3.571, por lo tanto la eficiencia de los
oligonucledtidos usados fue del 96.5 %. La cuantificacion del DNA viral se obtuvo

por extrapolacion de los datos de Cq con la curva estandar.

40



Materiales y Métodos

4.7 Cuantificacion absoluta de ssDNA y dsDNA viral.

La cuantificaciéon de las moléculas de ssDNA y dsDNA se hizo usando la
metodologia previamente descrita para TYLCV (Rodriguez-Negrete et al., 2014). Se
utiliz6 el mondémero PepGMV A para preparar la curva estandar para la
cuantificacion absoluta. El etiquetado de la cadena del virién (VS) se hizo utilizando
el oligonucleétido VS-TAG (5'AGTTTAAGAACCCTTCCCGCCATGACGCTGTT
GGTGTGGTTCTTG-3'), mientras que para etiquetar la cadena complementaria
(CS) se uso el oligonucledtido CS-TAG (5-AGTTTAAGAACCCTTCCCGCCCCATC
GTGTAGGCAAGCGTTTCTG-3'). Los oligonucledtidos usados para la
cuantificacion absoluta de cada cadena fueron: CS (5'-
CATGACGCTGTTGGTGTGGTTCTTG-3') y VS (5-CCCATCGTGTAGGCAA
GCGTTTCTG-3'), combinados con el oligonucledtido TAG (5'-AGTTTAAGA
ACCCTTCCCGC-3'). La eficiencia (E) del gPCR se calculé con la siguiente formula:
E = e(n10-).1, Para CS la eficiencia fue de 109%, mientras que para VS fue de
100.8%. La cuantificacién del DNA viral se obtuvo por extrapolacion de los datos de

Cq con la curva estandar.

4.8 Analisis de metilacion del DNA viral por Bisulfito.

Se trataron 100 ng del minicromosoma viral de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (EZ DNA Methylation-Gold Kit, #D5005). EI DNA viral tratado con bisulfito
se usO como templado para PCR usando los oligonucleétidos y condiciones
previamente descritas (Rodriguez-Negrete et al., 2009). Se amplifico un fragmento

de 580 pb, usando oligonucledtidos especificos para la cadena complementaria al
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viridn, correspondiendo 337 pb de la region intergénica (IR) de PepGMV A, los
primeros 183 pb de la region codificante de CP, y los primeros 60 pb de la region
codificante de Rep. Los productos de PCR se clonaron con el kit CloneJET PCR
cloning (#K1231) y 12 clonas fueron secuenciadas. Los datos se analizaron usando
el programa Kismeth (Gruntman et al., 2008) web site:

http://katahdin.mssm.edu/kismeth/revpage.pl.

4.9 Identificacion de las proteinas aisladas de MCV de Sintomas y Remision

La fraccion 1 del gradiente de sacarosa de MCV de sintomas, y la fraccion 6
de remision fueron seleccionadas para el andlisis de proteinas. A estas fracciones
(sintomas y remision) se les eliminé la sacarosa y se concentraron con la ayuda de
un centricon Amicon Ultra 4, Millipore (10,000 MWCO). El concentrado fue digerido
con la proteasa tripsina por 10h, y los péptidos obtenidos fueron separados por
HPLC en el instrumento ACELLA (Thermo Fisher Scientific, Inc.) con una columna
Picofrit C18. La separacion se realiz6 con un gradiente lineal de acetonitrilo 3-70%
en 0.1% de &cido férmico (15 min; flujo de 600 nl/min). Los péptidos fueron
analizados en el espectrometro de masas LTQ Velos lon-Trap (Thermo Fisher
Scientific, Inc.), con ionizaciéon nanospray. Los datos obtenidos fueron analizados
con el programa Trans-Proteomic Pipeline, utilizando la base de datos de proteinas

de Arabidopsis de Uniprot (http://www.uniprot.org/).
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Resultados

V. Resultados

5.1 Diferencias en la estructura del minicromosoma viral proveniente de
tejido en sintomas y en remision.

Se sabe que el minicromosoma viral se encuentra sometido a diversas
modificaciones epigenéticas tales como; metilacion del DNA y modificaciones post-
traduccionales de histonas (H3ac, H3K4me3, H3K9me2 y H3K27me) (Raja et al.,
2008; Rodriguez-Negrete et al., 2009; Raja et al., 2013). Estas marcas epigenéticas
pueden regular el estatus la cromatina, de activo (eucromatina) a inactivo
(heterocromatina) y viceversa (Bannister & Kouzarides 2011; Li et al., 2015). Tanto
el aumento en la metilacion del DNA como la presencia de H3K9me2, se relaciona
a la formacion de la heterocromatina (Cedar & Bergman, 2009). Sin embargo, la
mayoria de los trabajos se han enfocado a los cambios quimicos (modificaciones)
de la cromatina y poco se ha estudiado la estructura u organizacion de la misma.
Hay varias formas de estudiar la estructura de la cromatina: EM (Electron
Microscopy), ensayos por medio de electroforesis que puede diferenciar la

conformacién de moléculas de DNA, ensayos de sensibilidad a nucleasas, etc.

Nuestra hipotesis de trabajo fue que las marcas epigenéticas encontradas en
el minicromosoma viral en tejido en remision pueden estar afectando su estructura.
Para comprobar esta hipotesis se realiz6 un analisis de sensibilidad a nucleasas
(Nucleasa micrococal, NM) de nucleos obtenidos de los tres tipos de tejido: mock,
sintomas y remision. El analisis incluy6 digestiones con diferentes concentraciones
de la enzima NM, y se realiz6 una comparacion de los patrones de bandeo

provenientes del minicromosoma viral. Esta es una técnica ampliamente usada para
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analizar estructura de la cromatina (Nalabothula et al., 2014; Zalckvar et al., 2013).
En los datos obtenidos, se puede observar que el minicromosoma viral de tejido
sintomético se digiere con mayor facilidad comparado con el minicromosoma viral
de tejido en recuperado. Esto lo podemos ver claramente cuando se usa 1 unidad
de enzima (1U), mientras que el MCV de sintomas ya gener6 mononucleosomas, el
MCV de recuperado aun no se logran observar (Figura 9B). Ademas, cuando se
utilizan 10 unidades de enzima (10U) se observa que en tejido con sintomas (S) el
16.4 % de los nucleosomas es encontrado en forma de dimero (di-) mientras que el
83.5 % esta como mononucleosomas. Por otro lado, en el tejido recuperado la
distribucion es la siguiente: el 12.9 % esta en forma trimérica, el 54.5 % lo
encontramos como dinucleosomas y el 28.3 % esta en forma de mononucleosoma
(Fig. 9C). Hasta donde sabemos, esta es la primera evidencia de la ocurrencia de

compactacion de la estructura del minicromosoma viral en el fenomeno de remision.
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Figura 9. Ensayo de sensibilidad a la nucleasa micrococal del minicromosoma obtenido de
tejido de plantas sintomaticas y en remisién. Nucleos obtenidos de tejido de plantas mock (M),
sintométicas (S) y en remision (R) fueron tratados con diferentes concentraciones de nucleasa
micrococal (0, 0.5, 1, 2.5, 5 y 10 unidades) por 10 min a 37°C. Después del tratamiento, los
fragmentos de DNA obtenidos se purificaron, y analizaron por electroforesis en gel de agarosa al
1.5%, seguido de una hibridacién usando como sonda PepGMV-A. El panel A, muestra la migracion
de los fragmentos de DNA en geles de agarosa teflidos con GelRed. El panel B, muestra la
hibridacion con los fragmentos de DNA de PepGMV generados después de la digestion con la
nucleasa micrococal. El panel C, muestra la concentracion relativa de las fracciones de mono-
nucleosomas (~150 pb), di-nucleosomas (~350 pb) y tri-nucleosomas (~500 pb) observadas en el
panel B.

5.2 Extracto enriqguecido con minicromosoma viral

Una de las limitaciones que se encuentran al estudiar la estructura de los
minicromosomas virales es la baja concentracion de estas estructuras en la planta

infectada. Esto es especialmente notable en virus limitados al floema, tal como lo
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es nuestro modelo de estudio, PepGMV. Otra limitacién importante es la asincronia
de la infeccion. Es decir, en el tejido infectado hay células donde la infeccion se
encuentra en estado avanzado, mientras que en otras células el virus acaba de

llegar y la infeccidon apenas inicia.

Partiendo de una fraccion subcelular rica en nudcleos, se disefid una
metodologia para obtener extracto enriquecido de complejos proteicos asociados
con cccDNA viral (minicromosoma viral). El objetivo es que este extracto contenga
minima contaminacién de cromatina de la planta y de ssDNA viral, porque esto
facilitara el estudio de los procesos de replicacion y transcripcién del virus. Para esto
realizaron diferentes pruebas con diversos cationes (NaCl, espermidina, espermina
MgCl2), detergentes (individual o en mezclas: SDS, Tween 20, Sarkosyl y/o Tritén
X-100) y diferentes pHs (desde 5 — 9). Uno de los métodos mas usados para la
obtencién de histonas es el de sales, el NaCl solubiliza la cromatina, por lo tanto se
utilizaron dos concentraciones reportadas 100 mM y 600 mM NacCl. En los nucleos
tratados con 1% Tritdn x-100/ 100 mM NaCl no se logré solubilizar la cromatina,
mientras que con el tratamiento 1% Triton x-100/ 600 mM NacCl, se logra observar
una gran cantidad de DNA tanto viral como de la planta (Fig. 10A). El extracto
correspondiente al tratamiento con 600 mM NacCl, se separ6 por medio de gradiente
discontinuo de sacarosa para eliminar histonas libres y cromatina de la planta, la
fraccién conteniendo el DNA viral fue lavada, se extrajeron las proteinas y estas
fueron separadas en un gel de acrilamida al 10%, pero al analizar el gel no se

observé ninguna de las histonas (Fig. 10B). EI NaCl a 600 mM disocia la cromatina.
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Figura 10. Extraccion de MCV de nlcleos obtenidos de tejido sintomatico usando NaCl. La
fraccion rica en nlcleos fue tratada con Tritdon X-100 + NaCl. Los acidos nucleicos purificados del
extracto obtenido de los nucleos se analizaron por electroforesis en gel de agarosa. (A) 1 % Triton
X-100 adicionado con 100 mM y 600 mM NacCl. (B) Proteinas obtenidas del extracto (A) a 600 mM
de NaCl, después de un gradiente de sacarosa (para eliminar proteinas libres). 1) Ndcleos
sintométicos y 2) nacleos sanos como control. Gel de acrilamida al 10% tefiido con SYPRO Ruby.

Los resultados anteriores muestran que es posible obtener DNA viral
desnudo, es decir, sin proteinas asociadas. Por lo tanto, para obtener el
minicromosoma viral integro era necesario buscar una combinacion de cationes que
estabilizaran su estructura, pero que ademas esta condensacion no fuera tan
elevada, como para impedir la salida del minicromosoma del nucleo. Las moléculas
usadas comunmente como cationes estabilizadores de la cromatina son: MgClz,
espermidina y espermina. En la figura 11 se muestran las diferentes combinaciones
usadas. Cuando utilizamos solo el MgCl2 se observa el patron caracteristico de
degradacion de la cromatina, posiblemente porque este cation no es suficiente para
estabilizar y proteger la cromatina del ataque de las nucleasas, ademas que estas
utilizan el Mg* como su principal cofactor (Fig. 11A). Las diferentes concentraciones
y combinaciones de espermidina/espermina/MgClz, mostraron una mayor

efectividad al proteger la cromatina (Fig.11B). La combinacion de 1 mM
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espermidina/ 1 mM espermina, mostro ser la mas adecuada porque se pudo obtener
MCV con una minima contaminacion por DNA genomico y ssDNA viral (Fig.11B,

linea 1).

dsDNA
ssDNA
1500
1000

Figura 11. Extraccion de MCV usando diferentes estabilizadores de cromatina. La fraccion rica
en nlcleos fue tratada con diferentes concentraciones y combinaciones de MgClz, espermidina y
espermina. Los acidos nucleicos solubilizados de los nucleos se analizaron por electroforesis en gel
de agarosa. A) Linea 1, 1ImM MgCl.. Linea 2, 1mM MgCl.. B) Linea 1, 1 mM espermidina/ 1 mM
espermina. Linea 2, 0.5 mM espermidina/ 0.5 mM espermina. Linea 3, 0.5 mM espermidina/ 0.5 mM
espermina/ 1ImM MgClz. Linea 4, 0.5 mM espermidina/ 0.15 mM espermina. Linea 5, 0.5 mM
espermidina/ 0.15 mM espermina/ 1mM MgClz. M, es el marcador de tamafio molecular (pb).

El uso de detergentes tales como SDS y Sarkosyl (concentraciones > 0.05%)
tienden extraer el DNA viral pero sin proteinas asociadas (histonas). El tratamiento
con otros detergentes tales como CHAPS, Tween 20 o Tritbn X-100 no logran
extraer el DNA viral de los nucleos. Ademas, existen reportes que muestran que
cuando se utiliza un buffer a pH <7, la cromatina tiende a condensarse, mientras
gue cuando se usan buffer con un pH >9 se favorece la disociacion de histonas de
la cromatina (Guo & Cole, 1989). Después de todas estas pruebas el protocolo
Optimo para recuperar la mayor cantidad de cccDNA asociado con histonas, fue el
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incubar la fraccion rica en ndcleos con una mezcla de Triton X-100 (1%) y Sarkosyl
(0.05%) a pH 8 (Fig. 12), y con la combinacion de 1 mM espermina/ImM

espermidina para estabilizar la cromatina.

M1 2 34 56 12 3456
pb

-— dsDNA
ssDNA

1500
1000

Figura 12. Extraccion de MCV usando detergentes. La fraccién rica en nlcleos fue tratada con
diferentes detergentes (1% Triton X-100 y 0.05% Sarkosyl) y el material solubilizado de los nucleos
fue analizado por electroforesis en gel de agarosa. Lineal, 1% Tritén X-100. Lineas 2-5 extracciones
sucesivas con 1% Triton X-100/ 0.05% Sarkosyl. Linea 6, restos nucleares obtenidos con 1%
Sarkosyl. El panel derecho muestra la hibridacion de las mismas muestras usando como sonda
PepGMV A. M, es el marcador de tamafio molecular (pb).

Este método de extraccion inicia con 20 g de tejido pulverizado (aprox. 100
plantas). De este tejido se obtiene un extracto rico en nucleos que es tratado con
1% de Tritdn x-100 (principalmente para reducir la contaminacion por cloroplastos)
y 0.05% Sarkosyl a pH 8.0, de este extracto se obtiene DNA viral asociado con
proteinas, tales como histonas. Con la purificacion de DNA (usando metodologia
estandar; fenol/cloroformo y precipitacion con etanol absoluto) del extracto nuclear
se logro obtener 10 pg de DNA viral. EI DNA viral (cccDNA y ssDNA) se observé e
identifico por electroforesis en gel de agarosa (1%) e hibridacion (usando DNA de

PepGMV A como sonda) (Fig. 13A).
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Para confirmar la identidad de las bandas para cccDNA y ssDNA, el DNA fue
digerido con las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll. Estas enzimas reconocen
un sitio anico en los componentes PepGMV A y PepGMV B, respectivamente
(Carrillo-Tripp et al., 2007). Después de la digestion, el cccDNA migra como una
molécula dsDNA lineal (2600 pb), mientras que las moléculas de ssDNA
permaneceran sin modificar su migracion (no se digieren). La Figura 13B muestra
la migracion tipica de estas moléculas de DNA viral. El analisis de la imagen del gel
nos muestra que el 70 % del DNA viral solubilizado de la fraccion rica en nucleos es
cccDNA (Fig. 13B). Para verificar los niveles de contaminacién por cromatina del
hospedero en el extracto enriquecido con minicromosoma viral, se realizaron
detecciones por PCR usando oligonucleétidos especificos para el elemento
multicopia, transposén Alien (Fig. 13C). Para confirmar la identidad del complejo
ndcleo-proteico como estructura en forma de minicromosoma, se realiz6 una
inmunoprecipitacion utilizando anticuerpos contra histonas H3 y H2B que forman
parte del octdmero que conforman a los nucleosomas (Richmond & Davey, 2003).
Los resultados de estas inmunoprecipitaciones, seguida de la cuantificacion de
gPCR hecha usando oligonucledétidos especificos para el virus, confirman que la
metodologia de extraccion no disgrega la estructura de minicromosoma viral (Fig.

13D).
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Figura 13. Extractos de nuacleos tratados con Sarkosyl, enriquecidos con minicromosoma
viral. (A) Gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed. Linea 1, DNA obtenido de nucleos tratados con
Triton X-100; linea 2, DNA obtenido de nucleos tratados con Tritén X-100 y Sarkosyl. Lineas 3 y 4,
muestran la hibridacién de las muestras anteriores, usando como sonda PepGMV A. Linea 5,
extracto con CTAB de DNA total, con su respectiva hibridacién. (B) Para verificar la identidad de las
moléculas de DNA viral, DNA obtenido de extracto de Sarkosyl fue digerido con EcoRlI. Linea 1,
control sin digerir; linea 2, Extracto digerido con EcoRI. Lineas 3 y 4, son los resultados obtenidos
de la hibridacién de las lineas 1 y 2. Las formas de DNA viral estan etiquetadas como doble cadena
lineal (Ids), doble cadena circular (cds) y cadena sencilla (ss). (C) PCR para detectar un elemento
transposon en chile (Alien). Linea 1, Control positivo, DNA gendmico; linea 2, DNA del extracto de
Sarkosyl; linea 3, DNA del sedimento obtenido después del tratamiento con Sarkosyl. (D)
Cuantificacion (por PCR tiempo real) del DNA viral (extracto con Sarkosyl) inmunoprecipitado usando
anticuerpos contra H2B y H3. Los datos se presentan como porcentaje de input.
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Recientemente se ha desatado un debate entre diferentes grupos de
investigacion en geminivirus sobre si la molécula viral cccDNA (minicromosoma) se
encuentra o no metilada, y este debate se debe a que este tipo de molecula no se
habia podido aistar, y por lo tanto analizar (Paprotka et al., 2011; Paprotka et al.,
2015; Pooggin, 2013). Para ayudar a resolver esta cuestion, y dado a que nuestra
metodologia facilita la obtencion de este tipo de molécula viral, decidimos purificar
el cccDNA viral directamente del gel de agarosa y digerirla con la enzima
dependiente de metilacion McrBC. Esta enzima solo corta DNA de doble cadena
que se encuentre metilado. EI DNA sin digerir y digerido se cuantifico por PCR
tiempo real usando oligonucle6tidos especificos para el virus. En la Figura 14, se
muestran los resultados obtenidos, alrededor del 90% de las moléculas de cccDNA
viral tiene alguna metilacién. Con esto podemos concluir que la molecula cccDNA

viral 0 minicromosoma, si esta siendo metilada.
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Figura 14. Andlisis de metilacion de cccDNA viral por digestién con McrBC. A) Purificacion de
DNA de extracto con Sarkosyl. La banda correspondiente a cccDNA se identificé y purifico del gel
de agarosa al 1%. El ccDNA se digirié con la enzima dependiente de metilacion McrBC (37°C / 8h).
El DNA viral se cuantific6 por PCR tiempo real, sin digerir y después de la digestion (B).
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5.3 Minicromosoma viral de tejido sintomatico y en remision.

El fendbmeno de remisién de sintomas que ocurre de forma natural en el
sistema de estudio PepGMV-Capsicum annuum que se caracteriza por, la presencia
de siRNA (21-24nt), la reduccién de DNA y RNA viral, y aumento en los niveles de
metilacion en DNA viral (Rodriguez-Negrete et al., 2009; Carrillo-Tripp et al., 2007).
Es posible que el DNA viral con altos niveles de metilacion pueda estar asociado a
minicromosomas con estructuras condensadas, esta relacion entre altos niveles de
metilacion del DNA y una alta compactacion ha sido observada en la
heterocromatina. Mientras, que el DNA viral presente en tejido sintomatico muestra
un bajo nivel de metilacion, esto puede deberse a que la estructura de
minicromosoma se encuentre en una forma de cromatina relajada que facilita los

procesos de replicacion y transcripcion del virus.

Para probar esta hipotesis, se obtuvo un extracto rico en cccDNA viral tanto
de tejido sintomético como tejido en remisién, y se compararon algunas de sus
caracteristicas. Primero se realiz6 un andlisis de sus propiedades de sedimentacion
en un gradiente discontinuo de sacarosa. Reportes en células HelLa y eritrocitos de
pollo, indican que se puede diferenciar estructuras tipo minicromosoma viral usando
gradientes discontinuos de sacarosa (Tachiwana et al., 2010; Kamakaka & Thomas
1990), porque la tasa de sedimentaciébn estd definida por su densidad
(peso/volumen). Esto quiere decir que un minicromosoma condensado migrara al
fondo del tubo donde se encuentra una mayor densidad, mientras que un
minicromosoma relajado migrard hasta una zona de baja densidad (Gilbert et al.,
2004).
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El extracto de minicromosoma viral obtenido de tejido sintomatico y en
remision, se sometid a centrifugacion sobre un gradiente discontinuo de sacarosa.
Se colectaron 6 fracciones tal como se muestra en la Figura 15F, y se cuantifico el
DNA viral por PCR en tiempo real. Los datos muestran que en extractos
provenientes de tejido sintomatico, entre el 50 — 70% de cccDNA viral se encuentra
presente en las fracciones 1y 2, las cuales estan en la zona de baja densidad (15%
sacarosa) (Fig. 15B), mientras del 55 -75 % de cccDNA viral proveniente de tejido
recuperado se encontré en la zona de alta densidad, fraccion 6 (35% sacarosa) (Fig.
15C). Este resultado nos sugiere que el cccDNA viral encontrado en tejido
sintomético se encuentra en una estructura de minicromosoma relajado (activo),
mientras que el cccDNA viral obtenido de tejido en remisién se encuentra en una

estructura de minicromosoma condensado (inactivo).

Para sustentar esta conclusion, se utilizaron dos controles en el analisis de
sedimentacién que fueron incluidos en tubos paralelos al ensayo. El primero
consiste de una muestra de DNA viral sin proteinas asociadas, clona dimérica de
PepGMV A. ElI DNA viral libre mostré una baja tasa de sedimentacion en estas
condiciones, ya que se encontrd en la fraccion 1, de baja densidad (Fig. 15A). El
segundo control consiste de un minicromosoma reconstituido artificialmente
obtenido al mezclar una clona monomérica de PepGMV A con una mezcla de
histonas comerciales (sigma H9250; H2A, H2B, H3, H4 y H1). Para verificar la
estructura del minicromosoma reconstituido, se realiz6 una digestion con la enzima
nucleasa micrococal y se analizdé por medio de una electroforesis en gel de agarosa

al 1.5 %. Este minicromosoma reconstituido se cargd en un gradiente discontinuo
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de sacarosa tal como se ha descrito arriba. La cuantificacion de DNA viral muestra
que, en este caso, la mayor cantidad de DNA viral es recuperado en la fraccion 6

de alta densidad (Fig. 15D).

Con esta separacién por gradiente de sacarosa se identificaron dos
fracciones donde se concentraba alrededor del 70% del total del minicromosoma
viral tanto de sintomas (Fraccion 1; F1S) como en remisién (Fraccion 6; F6R) (Fig
15By C). Estas dos poblaciones de minicromosoma viral fueron seleccionadas para
su analisis porque contrastan en su tasa de sedimentacioén, lo cual nos sugiere que
son dos poblaciones de minicromosoma viral diferentes, una en tejido con sintomas
gue contiene un “bajo numero de nucleosomas” (estructura relajada) (F1S) y otra
en tejido en remision que contiene un “alto numero de nucleosomas” (estructura

condensada) (F6R).

Figura 15. Identificacion de dos poblaciones virales en plantas infectadas con PepGMV.
Cuantificacion por PCR cuantitativo de las moléculas de DNA viral presentes en cada una de las
fracciones colectadas del gradiente discontinuo de sacarosa (15%, 25% y 35% de sacarosa). (A)
DNA viral sin proteinas asociadas (dimero; clona infectiva). (B) DNA viral de extracto de tejido
sintomético. (C) DNA viral de extracto de tejido en remision. (D) Minicromosoma reconstituido
(mondémero + histonas comerciales). (E) Esquema del gradiente de sacarosa, las fracciones fueron
colectadas como se indican en esta figura. Los datos son de tres experimentos independientes (B y
C). En cada caso, la escala en Y representa la concentracion relativa de DNA viral en cada fraccion
del respectivo gradiente.
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5.4 Cuantificacion de dsDNA y ssDNA viral de F1Sy F6R.

Para corroborar que el DNA viral presente en F1S y F6R es dsDNA, se realiz
una cuantificacion de moléculas de cadena sencilla (ssDNA) y de cadena doble
(dsDNA) usando un analisis de qPCR, siguiendo el protocolo descrito para TYLCV
(Rodriguez-Negrete et al., 2014). Este proceso se basa en etiquetar de manera
independiente las dos cadenas del DNA viral (orientacién en sentido al viridn y

complementario), y su cuantificacion absoluta por PCR tiempo real.

Para verificar la eficiencia del proceso, primero se analizo la presencia de ss
y dsDNA en un extracto de DNA total de tejido de plantas infectadas con PepGMV
cuando se encuentra expresando los sintomas tipicos severos. La figura 16A
muestra que alrededor del 90 % del DNA viral aislado de la planta infectada se
encuentra en forma ssDNA. Este resultado es similar al reportado en TYLCV
infectando Nicotiana benthamiana y tomate, donde alrededor del 99 % del DNA de
TYLCV es encontrado en forma ss (Rodriguez-Negrete et al., 2014). Asi que, al
corroborar que esta metodologia funciona también para nuestro sistema, se utilizd
para analizar el DNA viral presente en la F1S y F6R. Los datos nos muestran que
alrededor del 95% del DNA viral se encuentra en forma dsDNA en estas fracciones
(Fig. 16B, C), por lo tanto esto confirma que el DNA viral purificado es dsDNA

asociado con histonas y forma un minicromosoma.
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Figura 16. Cuantificacion de DNA viral de cadena sencilla (ss) y cadena doble (ds) en las
fracciones F1S y F6R. (A) DNA total obtenido de tejido infectado con PepGMV, similar al mostrado
en la figura 2A lineas 5y 6; (B y C) DNA obtenido de las fracciones F1S y F6R del gradiente de
sacarosa, que se muestran en la figura 13 (B y C). Los datos se expresan como porcentaje del total
de moléculas cuantificadas.

5.5 Anélisis de los niveles de metilacién del minicromosoma viral de F1S'y
F6R por Bisulfito.

El analisis de sedimentacién del minicromosoma viral (Fig. 15), sugiere que
el virus obtenido de tejido sintomatico tiene principalmente una estructura de
minicromosoma relajado, mientras que el virus en tejido en remision se encuentra
en una estructura de minicromosoma condensado. Se conoce que una cromatina
condensada se correlaciona con un DNA hipermetilado (Kashiwagi et al., 2011). ¢ Es
posible que esto también suceda en el minicromosoma viral? Para responder esto,
se realiz6 un analisis de metilacién de alta resolucion de la regién intergénica/CP de
PepGMV A usando la técnica de conversion por bisulfito/secuenciacion. Se

analizaron el nivel de metilacion de las muestras F1S y F6R (Fig. 17).
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Al observar el porcentaje de citosinas metiladas en F1, éste resulté bajo
(6.4%), mientras que el porcentaje de citosinas metiladas en F6R fue alto (89.3%)
(Fig. 17C). Al comparar los tres tipos de metilacion, se observaron proporciones
similares para los tres: 4.72, 6.54 y 6.99 % para CG, CNG y CHH respectivamente
para la muestra F1S; 91.21, 91.23 y 87.88 % para CG, CNG y CHH para la muestra
F6R. La distribuciéon de las citosinas metiladas sobre el fragmento analizado se

muestra en la figura 17B.

Al analizar estos datos de metilacion y contrastarlos con los resultados
previamente publicados (Rodriguez-Negrete et al., 2009), las marcas de metilacién
obtenidas en este trabajo son altamente homogéneas. En trabajos previos, el DNA
usado para el andlisis de metilacion es DNA total, extraido directamente del tejido
infectado, a diferencia de este trabajo en el cual se realiz6 una purificacién, ademas

de un fraccionamiento del minicromosoma viral.
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Figura 17. Analisis de alta resolucién de los niveles metilacion de las muestras F1Sy F6R. El
DNA obtenido de las fracciones F1S y F6R, fue tratado con bisulfito y secuenciado. (A) Los circulos
de la grafica representan todas las citosinas presentes en el fragmento de 580 nt (337 nt de la region
intergénica y 183 nt del gen CP). Los colores representan los diferentes contextos de las citosinas
(CG, rojo; CHG, verde y CHH, azul). Los circulos rellenos indican metilacion, y cada linea representa
una clona individual secuenciada (12 clonas por condicién). (B) El porcentaje de metilacién de cada
citosina se calculé para cada estadio. Cada barra representa la posicion de una citosina en el
fragmento RI/CP. El mapa muestra la ubicacion de los principales motivos (estructura tallo-asa, cajas
TATA para Rep y CP; CLE). (C) Distribuciéon de la metilacion de las citosinas en las secuencias
analizadas.
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Estos resultados arrojan mayor evidencia de la correlacion directa que existe
entre la estructura del minicromosoma, su nivel de metilacion y el fenémeno de
remision de sintomas (Raja et al., 2010; Rodriguez-Negrete et al., 2009; Raja et al.,

2008).

5.6 Modificaciones de histonas en el minicromosoma viral de F1S y F6R.

La estructura de la cromatina activa (relajada) o reprimida (condensada), en
lo que respecta a los procesos de transcripcion y replicacién, también se
correlaciona con modificaciones post-traduccionales especificas en histonas
(Swygert & Peterson, 2014; Bannister & Kouzarides, 2011). Por lo tanto, se procedi6
a analizar la presencia de dos modificaciones post-traduccionales que estan
asociadas directamente a la cromatina activa o reprimida. El ensayo consiste en
hacer la inmunoprecipitacion de las muestras F1S y F6R, con anticuerpos que
reconocen dos modificaciones post-traduccionales de histonas: H3K4me3 (activa)
y H3K9me2 (reprimida). EI DNA viral inmunoprecipitado se cuantifica por gPCR. Los
resultados de este ensayo se muestran en la Figura 18. Los datos revelan que en
la F1S, la mayor cantidad de minicromosoma viral se encuentra asociado a
H3K4me3 que a H3K9me2, esto correlaciona con una cromatina activa o relajada.
Por otro lado, en la muestra F6R, se observa que la mayor parte del minicromosoma
se asocia a la modificacién de histona que se correlaciona a una estructura de la

cromatina condensada la H3K9me?2.
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Figura 18. Anédlisis de modificaciones post-traduccionales de histonas asociadas a activacion
o represién en las poblaciones de minicromosoma viral de las fracciones F1S y F6R. Se realizé
la inmunoprecipitacion usando anticuerpos contra H3K4me3 y H3K9me2, seguida por cuantificacion
por PCR, usando oligonucleotidos especificos para PepGMV. (A) F1S y (B) F6R. Los datos se
presentan como porcentaje de input. No Ab, misma muestra de cromatina (F1S y F6R) pero sin
anticuerpo. (C) Como control, se usaron los mismos anticuerpos para inmunoprecipitar regiones de
la cromatina del hospedero que son conocidas, y que se encuentran en estado
condensado/reprimido (Transposon Alien) o relajado/activo (Factor de elongacion).
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5.7. Identificacion de proteinas asociadas al minicromosoma viral.

Para tratar de elucidar qué factores del hospedero podrian estar involucrados en
las modificaciones del minicromosoma viral, nos dimos a la tarea de purificar las
proteinas de los complejos obtenidos de las fracciones 1 de sintomas (F1S) y 6 de
remision (F6R). Las proteinas se digirieron con tripsina y los péptidos se separaron
por HPLC en el instrumento ACELLA. Los péptidos fueron identificados en el
espectrometro de masas LTQ Velos lon-Trap. Los datos obtenidos se analizaron
con el programa Trans-Proteomic Pipeline, utilizando la base de datos de proteinas
de Arabidopsis de Uniprot (http://www.uniprot.org/) (detalles en la seccion 4.9 de

metodologia).

Para la F1S se encontraron un total de 647 posibles proteinas, pero al hacer la
valoracion de numero de péptidos independientes y el porcentaje de cobertura, el
namero se redujo a 166 proteinas. De manera similar, para F6R se obtuvo un total
de 706 proteinas candidatas, después de valorarlas se obtuvieron 233 proteinas.
En total, se encontraron 96 proteinas asociadas Unicamente al minicromosoma en
sintomas, 163 proteinas asociadas al minicromosoma en remision, mientras que 70
proteinas estuvieron presentes en las dos fracciones (Fig. 19). Del total de proteinas
identificadas solo el 3% correspondieron a proteinas en cloroplasto y el 2% a
mitocondria, por lo tanto encontramos solo alrededor del 5% de proteinas se pueden
considerar como contaminaciéon en la extraccion de nucleos. De las proteinas
asociadas a la fraccion con el minicromosoma, tanto de sintomas como de remision
se encontraron los siguientes grupos: Proteinas relacionadas a la replicacion del

DNA (ej. Proteina relacionada al Retinoblastoma), 15.5%; Proteinas relacionadas a
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la transcripcion (ej. RNA polimerasa), 15.5%; Proteinas relacionadas a
silenciamiento génico ya sea TGS [e]. Histona H3K9 metiltransferasa (SUVH5)] o
PTGS [ej. Argonauta 2], 19.7%; Proteinas asociadas a activacion (ej. Histona
acetiltrasferasas), 7.0%; Proteinas relacionadas a la estructura de cromatina (ej.
histonas y remodeladores de cromatina), 9.9%; Proteinas asociadas a la reparacién
del DNA (ej. DNA Helicasa INO80), 5.6%; Proteinas de respuesta a estrés (ej.
proteina supresora de nprl), 4.2%; Proteinas relacionadas a transposones (e;.
Transcriptasa reversa), 11.2%; Proteinas asociadas al mecanismo de degradacion
de proteinas (ej. 26S Proteosoma, subunidades 14, 7 y 1A), 4.2% (Tabla 2, Fig. 20A

y Anexo Tabla 1).

Sintomas

Remision

Figura 19. Esquema de conjuntos de las proteinas asociadas al minicromosoma en sintomas
y remision, mostradas en un diagrama de Venn.

Las proteinas que solo se encontraron en el minicromosoma viral de Sintomas

fueron; Proteinas relacionadas a replicacién del DNA (ej. DNA Polimerasa alfa),
10.1%; Proteinas asociadas a transcripcién (ej. factores de transcripcion MYB),
22.2%; Proteinas relacionadas a silenciamiento génico (ej. Histona H3K9

metiltrasferasas (SUV1, SUV4 (KYP) y SUV6), 20.2%; Proteinas relacionadas a
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activacion de genes (ej. histona metiltransferasa H3K4), 5.1%; Proteinas
relacionadas a la cromatina (ej. SWI/SNF), 13.1%; Proteinas relacionadas a
respuesta a estrés (ej. histona desacetilasa 19), 9.0%; Proteinas relacionadas a
transposones (ej. RNA polimerasa dependiente de DNA), 6.1%; Proteinas
asociadas a la degradacion de proteinas (ej. 26S proteasoma, subunidades 12, 7A,
7B y 10B), 5.1%; vy el 2% de proteinas virales (Proteina potenciadora de la
replicacion (REnN) y la Proteina del Movimiento (MP)) (Tabla 2, Fig. 20B y Anexo;

Tabla 2).

Proteinas asociadas al minicromosoma de Remision; Proteinas relacionadas a

replicacion del DNA (ej. DNA polimerasa delta), 15.3%; Proteinas asociadas a
transcripcion (ej. RNA polimerasa sigma (factores C, D y E)), 27.6%; Proteinas
relacionadas a represion o silenciamiento génico (ej. 5-citocina-DNA-
metiltransferasas (DMT1 y CMT2)), 11.0%; Proteinas relacionadas a activacion de
genes (ej. histona acetiltransferasas 1, 2 y 12), 10.4%; Proteinas relacionadas a
cromatina (ej. remodelador de la cromatina CHD3), 11.0%; Proteinas relacionadas
a reparacion del DNA (ej. proteina Nijmegen breakage), 3.7%; Proteinas
relacionadas a respuesta a estrés (ej. mediador de la RNA polimerasa Il
subunidades 8 y 16), 3.7%; Proteinas relacionadas a transposones (ej. DNA
polimerasa dependiente de RNA), 6.7%; Proteinas asociadas al mecanismo de
degradacion de proteinas (ej. Enzima conjugadora de ubiquitina E2), 1.8% (Tabla

2, Fig. 20C y Anexo; Tabla 3).
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Tabla 2. Anotacién por funcion biolégica de las proteinas asociadas al minicromosoma de
Sintomas y Remisién

Proteinas

Relacionadas

=}

Replicacién

15.5%
Proteinas relacionadas al
Retinoblastoma

Sintomas
10.1%
DNA Polimerasa alfa, DNA
girasa y DNA topoisomerasa

Remisién
15.3%
DNA topoisomerasa 6,
proteina-replicacion A, DNA
polimerasa delta y DNA
polimerasa 1

Transcripcién

15.5%
RNA polimerasa y factores
de transcripcion

22.2%

RNA polimerasa Il, factores
de transcripcién MYB, de
iniciacion TFIID y de
elongacion SPT6

27.6%

Mediador de la RNA
polimerasa Il, subunidades:
12, 33B, 9, 26C y 34, factor
especifico de corte y
poliadenilacién subunidad 1y
2, nuclear poli-A polimerasa,
RNA polimerasa sigma
(factores C, Dy E) y RNA
polimerasas | y Il

Silenciamiento
génico

19.7%

Histona H3K9
metiltransferasa (SUVH5),
RNA Polimerasa V, AGO
4, AGO 2, RNA
Polimerasas dependientes
de RNA (RDR3/RDR4),
IDN2 (Involved in DE
NOVO 2)

20.2%

E3 ubiquitin ligasa, histona
H3K4 desmetilasa, histona
H3K9 metiltrasferasas
(SUV1, SUV4 (KYP) y
SUV6), 5-citosina-DNA-
metiltransferasa (MET3),
histona H3K27
metiltrasferasa,
Endoribonucleasa DICER 3
y proteina de union a metil-
CpG

11.0%

Histona desmetilasa JMJ15,
histona metiltrasferasa H3K9
(SUVH3), remodelador de la
cromatina, chaperona de
histonas HIRA, Proteinal9
con dominio dedo de zinc
CCCH, RNA polimerasa IV
(subunidad 1), 5-citocina-
DNA-metiltransferasas (MET1
y CMT2/3), NERD, AGO1 y
DRB2 (proteina de unién a
dsRNA)

Activacién de
genes

7.0%
Histona acetiltrasferasas

5.1%

Histona acetiltransferasa e
histona metiltransferasa
H3K4

10.4%

Histona acetiltransferasas 1, 2
y 12, histona desmetilasa
H3K27 e histona H3K4
metiltransferasa ATX1

Reparacion/
Dafio del DNA

DNA Helicasa INO80 y
Switch 2

K8K14 4y Sin3 - Like3

9.9% 13.1% 11.0%
Cromatina Histonas y remodeladores | Complejo remodelador de la | Remodelador de la cromatina
de cromatina cromatina SWI/SNF CHD3, SWI/SNF subunidades
3CyBSH
5.6% 1.0% 3.7%

Proteina Nijmegen breakage,
TONSOKU, DNA helicasa
UVHG6 y endonucleasa 1 Flab

Respuesta a
Estrés

4.2%

Proteina supresora de
nprl y serina/treonina
cinasa

9.0%

Histona desacetilasa 19, H3
acetiltrasferasa y fact. de
transcripcion MYB101

3.7%

Mediador de la RNA
polimerasa Il subunidades 8 y
16

Transposones

11.3%
Transcriptasa reversa -
Retrotransposon

6.1%
RNA polimerasa
dependiente de DNA

6.7%
DNA polimerasa dependiente
de RNA
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Figura 20. Clasificacién por funcion bioldgica de las proteinas asociadas al minicromosoma
de Sintomas y Remisién. Usando PANTHER (Gene Ontology Reference Genome Project) (Mi et
al., 2005; Thomas et al., 2003). (A) Proteinas asociadas tanto en MCV de sintomas y remisién. (B)
Proteinas asociadas al MCV de sintomas y (C) Proteinas asociadas al MCV de remision.
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VI. Discusion

ElI DNA geminiviral puede encontrarse en varios tipos de moléculas en células
infectadas: DNA circular de cadena sencilla (ssDNA, virion; forma encapsidada),
DNA lineal heterogéneo, que pueden ser productos de intermediarios de la
replicacion dependiente de recombinacion, DNA circular de doble cadena (dsDNA,
forma replicativa) el cual es usado como templado para la replicacion y transcripcion
viral (Jeske et al., 2001). De todos estos tipos de DNA viral, el mas abundante es el
ssDNA, éste es el producto de la replicacion y es encapsidado (particula viral). El
estudio de los geminivirus, en lo que respecta a la regulacion de los procesos de
transcripcion y replicacion, ha sido limitado por la baja concentracion de
minicromosoma viral que se puede obtener de tejido infectado. En este trabajo se
implementé una metodologia sencilla para obtener una fraccion enriquecida de
dsDNA viral asociado a histonas. Esto es, enriquecida con minicromosoma viral, sin

alterar la conformacion basica del mismo.

El uso de detergentes para solubilizar complejos virales ya ha sido empleado
para obtener complejos ndcleoproteicos en varios sistemas (Rivera-Bustamante &
Semancik, 1989). Por ejemplo, se utilizd Triton-100X para aislar complejos DNA
viral/histonas del virus 40 de simios (Simian virus 40, SV40) (Cremisi et al., 1975;
Su et al., 1978). Este resultd ser un gran avance para el estudio de la estructura de

la cromatina, y del rol de las histonas en el proceso de replicacion en mamiferos

En nuestro analisis de sedimentacion en gradiente de sacarosa, podemos
observar la gran heterogeneidad de las estructuras del minicromosoma viral que se
encuentran dentro del tejido infectado. El hecho de que el DNA viral que no esta
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asociado a proteinas (clona dimérica) haya migrado en la fraccién 1 del gradiente
de sacarosa, mientras que el dsDNA viral obtenido de tejido sintomético se
distribuya entre las fracciones 1, 2 y 3, nos sugiere que en la fraccion 1 existe una
poblacion heterogénea que refleja un nimero variable de nucleosomas asociados
al dsDNA viral. Esta variabilidad también ha sido observada en otros geminivirus
usando una metodologia diferente. Por ejemplo, en Abutilon mosaic virus (AbMV),
se observaron por microscopia electrénica minicromosomas que contenian desde 5
hasta 15 nucleosomas (Abouzid et al., 1988). En trabajos recientes con varios
geminivirus (principalmente AbMV y TYLCV), basados en el andlisis de
topoisomeros observados en electroforesis en gel de 1D y 2D, se sugiere que la
mayor parte del dsDNA esta organizado en minicromosomas que contienen entre

12 y 13 nucleosomas (Paprotka et al., 2015).

Ademéas de observar la heterogeneidad en las estructuras del
minicromosoma viral obtenido de tejido sintomatico, y al comparar éste contra el
minicromosoma viral obtenido de tejido en remision, podemos observar que existen
dos poblaciones con una gran diferencia en su densidad (Fig. 15). Mientras que el
minicromosoma de tejido sintomético migra a una zona de baja densidad (15 %
sacarosa) el minicromosoma de tejido en remision migra hacia una zona de alta
densidad (35 % sacarosa) (Fig. 15, By C). Esto indica que el minicromosoma viral
gue se encuentra en tejido en remision tiene un nimero mayor de nucleosomas, por
lo que posee una estructura mas densa. Por su parte, el minicromosoma de tejido
sintomatico tiene un menor nimero de nucleosomas y posee una densidad menor.

Los datos de la digestion con nucleasa micrococal muestran que el minicromosoma
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obtenido de tejido en remision presenta una mayor resistencia a la digestion por la
nucleasa micrococal comparativamente con el minicromosoma de tejido
sintomético, evidenciando la diferencia en la estructura del minicromosoma (Fig. 9).
Esto resulta de gran relevancia, porque es el primer indicio que muestra que hay un
efecto directo de la maquinaria de silenciamiento de la planta sobre la estructura de
la forma replicativa geminiviral (minicromosoma). Esto también ha sido observado
en otros sistemas virales. Por ejemplo, en el ciclo infectivo del virus de herpes
simplex, este virus puede encontrase en dos diferentes estadios: lisis y latencia. Se
ha observado que cuando este virus se encuentra en lisis, su tasa de transcripcion
y replicacién es elevada. Esta actividad ha sido asociada a una estructura de
minicromosoma relajado, con pocos nucleosomas. Mientras que en estadio de
latencia, la tasa de transcripcion y replicacién disminuye drasticamente, y se ha
observado que el minicromosoma se encuentra condensado (Toth et al., 2010;
Nevels & Nitzsche, 2011; Cliffe & Knipe, 2008). Algo similar tambiénse ha observado
en el virus de la hepatitis B (HBV) (Shi et al., 2012). En este caso, se determind que
la metilacién del dsDNA en regiones reguladoras puede modular la expresion de
sus genes (Zhang et al., 2014; Vivekanandan et al., 2009; Guo et al., 2009), pero si
la metilacion es inducida por RNAs pequefios (TGS), esta puede llegar a suprimir
por completo la transcripcion viral y ademas afectar de manera negativa la
replicacion viral (Park et al., 2011; Park et al., 2013). De manera similar, diferentes
poblaciones de minicromosoma se observaron en la infeccién con el virus de la
hepatitis B del pato (Duck Hepatitis B Virus, DHBV). En ese estudio se encontraron
21 topoisdmeros. De estos, dos grupos fueron los mas abundantes: el primer grupo

contenia de 8-10 nucleosomas, y se les relaciono con minicromosomas activos;
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mientras que el segundo grupo que contenia entre 18-20 nucleosomas se
correlacioné con minicromosomas inactivos (Newbold et al., 1995; Shi et al., 2012).
Estos datos nos sugieren que la conformacion del minicromosoma puede

determinar la actividad transcripcional del virus.

Existe gran controversia entre diferentes grupos de investigacion sobre la
relevancia que puede tener o no la metilacién del DNA viral en la replicacion
(Paprotka et al., 2011; Pooggin, 2013; Raja et al., 2010). Uno de los puntos que ha
causado esta controversia, son los datos obtenidos sobre la metilacion del DNA
viral, que muestran una gran variabilidad entre el DNA viral obtenido de hoja
sintomética y recuperada (entre 10 — 50%), ademas del hecho de que por el método
usado, no se puede sefialar cuél de las moléculas de DNA viral es afectada por
metilacion (Raja et al., 2008; Rodriguez-Negrete et al., 2009). Paprotka et al., (2011)
muestran que las Unicas moléculas virales que se encontraron metiladas en sus
sistemas (Artificial: TYLCSV y AbMYV infectando N. benthamiana, y natural: AbMV -
plantas de Abutilon sellovianum), fueron DNA lineales heterogéneos que, como
sefalan los autores, son productos de la replicacion dependiente de recombinacion,
en los cuales el hecho de encontrarlos metilados no tiene, aparentemente,
relevancia bioldgica. Para elucidar el posible papel de la metilacion del DNA viral en
el fendbmeno de remisién, nosotros primero confirimamos que el
cccDNA/minicromosoma viral estuviera metilado, esto lo hicimos purificando el
cccDNA viral del gel de agarosa, y digiriendo el DNA obtenido, con la enzima
dependiente de metilacién la McrBc, los datos obtenidos nos permiten concluir que

el minicromosoma viral es blanco del silenciamiento génico transcripcional (TGS)
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(Fig. 14). Ademés, los datos arrojados por el analisis de metilacion en la regién
intergénica del minicromosoma viral por el método de bisulfito, nos muestran una
importante diferencia, de alrededor del 83% de citosinas metiladas, entre el
minicromosoma viral de tejido sintomético y de remision. Estos resultados nos dan
evidencia contundente de que el minicromosoma esta sujeto a metilacion represiva.
Y al ser el minicromosoma la molécula clave para la transcripcién y replicacion viral,

esto adquiere gran importancia.

Por otro lado, sabemos que existe una estrecha relacion entre la metilacion
del DNA y las modificaciones post-traduccionales de histonas, y que la combinacién
de ambas produce un efecto de represion en regiones de la cromatina (Cedar &
Bergman, 2009; Fuks, 2005; Du et al., 2015). Esto también es observado en la
Figura 18, la correlacion entre bajos niveles de metilacion, con la marca de
activacion H3K4me3, en tejido sintomético. Mientras que por otro lado, encontramos
altos niveles de metilacion combinado con la marca de represion H3K9me2, en el
minicromosoma obtenido de tejido en remision. Aunque es cierto que dentro del
minicromosoma viral de las dos condiciones (tejido en sintomas y remision), se
encuentran ambas modificaciones (H3K4me3 y H3K9me2), es la proporcion entre
ellas, lo que define el estatus de actividad en la cromatina. Trabajos recientes
revelan que H3K4me induce la decondensaciéon de la cromatina, facilitando con ello
la entrada de endonucleasas que causan la ruptura en el DNA (double-strand
breaks, DSBs) (Burman et al., 2015; Lieber, 2010). Si extrapolamos este dato al
mecanismo de replicacién viral, podemos hipotetizar que esta modificacion

(H3K4me3) podria estar preparando al minicromosoma para la entrada de la
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proteina viral Rep, y esto facilite el corte en la cadena de DNA, que es indispensable
para iniciar la replicacion viral. Por otro lado, la metilacion en H3K9 se ha visto
envuelta en el silenciamiento de la transcripcion en el Virus de la hepatitis B (HBV)
por su efecto en la modulacién de la estructura de la cromatina (Riviére et al., 2015).
Ademas, estudios recientes muestran la correlacién entre una estructura relajada
de la cromatina con una actividad transcripcional alta, mientras que por otro lado,
una estructura compacta de la cromatina es correlacionada con silenciamiento

transcripcional (Boettiger et al., 2016).

Al analizar las proteinas asociadas al minicromosoma viral se lograron
identificar varias relacionadas con replicacion viral, regulacion de la transcripcion,
silenciamiento génico, activacion de genes, relacionadas a cromatina,
transposones, proteinas relacionadas a dafio del DNA y a estrés abiotico/bidtico.
Una de las proteinas que fue encontrada formando parte del minicromosoma tanto
de tejido sintomatico como en remision es la relacionada a Retinoblastoma
(Retinoblastoma-related protein 1; RBR). Esta es una proteina encargada de regular
negativamente la entrada de la célula al ciclo celular (Gutzat et al., 2011). Se ha
encontrado que las proteinas virales Rep y REn interactian con RBR inactivandola
(Kong et al., 2000). Estas interacciones reprograman el control del ciclo celular e
inducen a células maduras a un endociclo o ciclo mitético (Hanley-Bowdoin et al.,
2013). Esta estrategia también es usada por el Virus Epstein-Barr (EBV) donde la
proteina viral 3C forma un complejo con el proteasoma, degradando a la proteina
RBR y estimulando asi la proliferacion celular (Knight et al., 2005). En otro caso, la

proteina E7 del Virus del papiloma humano degrada a RBR por la ruta ubiquitin-
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proteasoma (Boyer et al., 1996). Esta estrategia viral de inhibir o degradar la
proteina RBR es usada para inducir el mecanismo de replicacion del DNA del

hospedero, y con ello favorecer su propia replicacion.

Ademas, tanto en la fraccién del MCV de tejido sintomético como tejido en
remision, se encontraron varias proteinas que forman parte del complejo de
silenciamiento génico transcripcional (TGS): ago4, rdr2 y la histona H3K9
metiltrasferasa. Plantas de Arabidopsis mutantes en estos tres genes resultaron
hipersensibles a la infeccibn por geminivirus. En este estudio, estas mutantes
mostraron una disminucién en los niveles de metilacion de la region intergénica viral
(Raja et al., 2008). Varios trabajos muestran que el DNA de los geminivirus (ToLCV,
TGMV, BCTV, CaLCuV, MBYV y PepGMV) es metilado durante la infeccion (Bian
et al., 2006; Seemanpillai et al., 2003; Raja et al., 2008; Rodriguez-Negrete et al.,
2009). Ademas, se ha observado que varios tipos de RNAs pequefios (siRNAS) son
producidos en infecciones con geminivirus. Los siRNAs de 23-24nt son producidos
principalmente por DICER 3, estos guian la metilacién del DNA, y se ha demostrado
gue provienen de la region intergénica viral (Akbergenov et al., 2006; Blevins et al.,
2006; Rodriguez-Negrete et al., 2009). DICER 3 fue encontrada solo en el MCV de
tejido sintomatico (153 péptidos Unicos), esto concuerda con la produccion
exponencial de siRNA de 24nt observada en tejido sintomatico (Trejo-Saavedra,
datos nos publicados). Otra proteina encontrada solo en MCV de tejido sintomatico,
es la histona H3K9 metiltransferasa; KYP (SUVH4). KYP coloca marcas de
metilacion (H3K9me2) que reclutan o permiten la unién de la cromometiltransferasa

CMT3 (o viceversa), esta a su vez metila el DNA en contexto CHG (H=C, To A)
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(Du et al., 2014). CMT3 solo fue encontrada en el MCV de tejido en remision, esto
puede deberse a que primero KYP metila a la lisina 9 de la histona H3 y esta marca
permite que CMT3 se integre al MCV, y metila el DNA viral. Estudios recientes
muestran, 1) inhibir a KYP facilita la infeccion de varios geminivirus, 2) KYP, CMT3
y AGO1 controlan el mecanismo de TGS en Nicotiana Benthamina (Sun et al.,
2015). Ademas, se encontr6 el remodelador de la cromatina CHD3, asociado a MCV
de tejido en remision. CHD3 reconoce la modificacion post-traduccional H3K9me2
y agrega nucleosomas en esa region. Es posible que el remodelador CHD3 este
condensando la estructura del MCV del tejido en remisién. Estudios muestran, que
al silenciar a CHD3 (en ceélulas HelLa) e infectarlas con el virus del herpes simplex
(HSV-1), se potencia la actividad transcripcional del virus (Arbuckle & Kristie, 2014).
Ademas, CHD3 promueve la insolubilidad del genoma de HSV en ensayos de
FAIRE (Formaldehyde-Assisted Isolation of Regulatory Elements)(Giresi et al.,
2007), es decir, CHD3 agrega nucleosomas al genoma viral, y con ello lo reprime

(Lee et al., 2016).

El encontrar estas proteinas que componen al complejo de silenciamiento
génico transcripcional (TGS) asociadas al minicromosoma viral (MCV), concuerda
con los niveles de metilacion observados en la region intergénica del MCV (Fig. 16).
El aumento del 83% de citosinas metiladas en el MCV de tejido en remisién sobre
el MCV de tejido sintomatico, da evidencia que el TGS esta formando parte clave
en la defensa de la planta sobre el virus. Pero, al encontrar este complejo de TGS
también asociado al MCV obtenido de tejido sintomético, que ademas muestra el

6% de citosinas metiladas (Fig. 17C), podemos hipotetizar que el ataque del sistema
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de defensa de la planta sobre el MCV inicia en el estadio de sintomas, y se mantiene
hasta remision. Eso podria explicar el por qué al hacer el andlisis comparativo del
transcriptoma de plantas de chile infectadas con PepGMV, no se encuentran
diferencias entre los dos estadios, sintomas y remision (Gongora-Castillo et al.,

2012).

Al hacer el recuento global de las proteinas encontradas en el MCV podemos
observar que existen varias relacionadas tanto a represion como a activacion
transcripcional, esto se debe a que las marcas epigenéticas no son unicas, sino es
el balance entre ellas las que modulan la actividad transcripcional de ciertas
regiones de la cromatina, a esto se le ha denominado el cddigo de histonas (Young

et al., 2010; Young et al., 2009).

Entre las proteinas asociadas al MCV, se encontraron varias proteinas
asociadas a respuesta a estrés. El factor de transcripcion MYB y la histona
desmetilasa 19 se encuentran envueltas en la sefalizacién por acido jasménico.
Datos recientes muestran, al acido jasmoénico como la principal respuesta ante la
infeccion de PepGMYV en plantas de Capsicum annuum (Barcenas-Rodriguez, datos

no publicados).

Con estos datos, podemos concluir que el minicromosoma viral esta siento
blanco de metilacion de DNA represiva, ademas de modificaciones post-
traduccionales de histonas que pueden estar regulando su estructura. Sin embargo,

hay que considerar que esta conformacion es dinamica, y puede ser afectada por
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factores de defensa del hospedero, o por mecanismos de regulacién propia del

virus, o ambos.

Estudios previos en nuestro laboratorio, se han concentrado en los estadios
de sintomas y de remisién, porque se pensaba que el virus en tejido sintomatico se
encontraba en su maxima tasa de actividad al contrario al virus en tejido en remision
donde su actividad caia al minimo, y esta actividad viral, se reflejaba en el fenotipo
(Fig. 21). Cabe sefialar que la determinacion de estos estadios es completamente
visual. Sin embargo, los sintomas son solamente una manifestacion de procesos
bioquimicos y moleculares en las células, que deben de iniciar antes de que los
sintomas sean visibles. Para que los sintomas se puedan visualizar, la hoja debe
de tener un tamafio lo suficientemente grande para ser observada, pero la
morfologia ya fue determinada durante el desarrollo de la hoja. Es en esos momento

la infeccidn ya ha actuado y ha afectado el desarrollo de la hoja.

Inoculacién -
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- / - |=o! - |
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Figura 21. Esquema que muestra el estado de actividad viral vs efecto en el fenotipo
observado (sintoméatico). Se inocula el virus PepGMV en la 3 0 4 hoja verdadera de la planta de
chile, el virus alcanza su maxima tasa de replicacién y transcripcién en el estadio pre-sintomatico.
Después de esa etapa, la actividad viral empieza a decaer, hasta que llega a un nivel
significativamente bajo en el estadio de remisién.
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Con los datos obtenidos sobre los niveles de metilacion, la estructura de la
cromatina viral y las proteinas asociadas a esta, tanto en tejido sintomético como
en remision, proponemos el siguiente modelo de la actividad del minicromosoma
viral (MCV) de PepGMV durante su ciclo infectivo en Capsicum annuum: El
minicromosoma viral en tejido pre-sintomatico se encuentra con una estructura
relajada, alcanzando su maxima tasa de replicacion y transcripcion viral,
provocando con ello, los sintomas caracteristicos de la infeccion. Este ritmo de
actividad viral, desata la respuesta de defensa de la planta. La planta despliega la
magquinaria de silenciamiento génico contra el virus. Primero se generan siRNAs de
21 y 24 nt (Rodriguez-Negrete et al., 2009). Aunque los siRNAs de 21 nt
principalmente actuan en la ruta de PTGS, se ha visto que también pueden
establecer la metilacién del DNA (ruta no-canonica RdDM; donde actian AGO1 y
AGO2). EI MCV es hipermetilado y se establecen las modificaciones en las histonas
H3K9me2 (ademas, ¢ H3K27me?). El remodelador de la cromatina CHD3 reconoce
las marcas H3K9me2, se une al MCV y deposita nucleosomas, lo que tiene como
resultado un MCV condensando y reprimido. Esta represion del MCV es lo que

conlleva a una recuperacion o remisién de sintomas (Fig. 22).
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Figura 22. Modelo Propuesto para explicar la actividad del minicromosoma viral (MCV) de
PepGMYV durante su ciclo infectivo en Capsicum annuum. El minicromosoma viral (MCV) que se
encuentra en tejido pre-sintomatico se encuentra con una estructura relajada (bajo numero de
nucleosomas), alcanzando su maxima tasa de replicacion y transcripcién viral, provocando con ello,
los sintomas caracteristicos de la infeccion. Este ritmo de actividad viral, desata la respuesta de
defensa y la planta despliega la maquinaria de silenciamiento génico contra el virus. Primero, se
generan siRNAs de 21 y 24 nucleotidos. Estos siRNAs sirven de guia para la metilacién de novo del
DNA viral. Esta metilacion del DNA viral puede establecerse por dos posibles vias; la ruta canonica
(SiRNA24nt/DCL3/AGO4/ADN2/RDR2/DRM2) o] por la ruta no-canonica
(AGO1/AGO2/NERD/RDR6/DCL2/DCL4), y mantenerse por las DNA metiltrasferasas CMT 2/3 y
MET1/3.El MCV es hipermetilado, la metiltransferasa de histonas KYP (SUV4) establece las
modificaciones H3K9me2. El remodelador de la cromatina CHD3 reconoce las marcas H3K9me?2, se
une al MCV y deposita nucleosomas, lo que tiene como resultado un MCV condensando y reprimido.
Esta represion del MCV es lo que conlleva a una recuperacion o remision de sintomas. Las proteinas
gue estan sefialadas en cursivas y subrayadas no fueron encontradas en el andlisis proteomico, pero
se sabe que son necesarias para que los mecanismos se lleven acabo.
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VIl. Conclusidn

El minicromosoma viral (MCV), al estar dentro del nucleo y rodeado por toda
la maquinaria celular, es afectado por diversos procesos epigenéticos y éstos dan
como resultado al menos dos diferentes poblaciones de minicromosoma viral. Estas
poblaciones estan basadas en la estructura cromatica que el minicromosoma

adopta en los estadios de sintomas y remision.

En este trabajo pudimos colectar evidencia que sugiere que en el estadio de
sintomas, la maquinaria de silenciamiento génico del hospedero se encuentra
desplegada y esta actuando sobre el MCV, por lo tanto la actividad viral en esa
etapa ya va en declive. A diferencia de lo que se pensaba antes, que era en la etapa
de sintomas donde el virus alcanzaba su maxima actividad, nosotros proponemos
gue es en el estadio denominado Pre-Sintomas donde esto ocurre. Es posible que
la alta tasa de replicaciéon y transcripcion de PepGMV en Pre-sintomas, detone el

mecanismo de silenciamiento génico del hospedero (PTGS y TGS).
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VIIl. Perspectivas

Considerando los resultados presentados en este trabajo, algunas alternativas para

continuar el estudio serian las siguientes:

Realizar la cinética de la replicacion viral en diferentes tiempos durante el

ciclo infectivo, para determinar la etapa de maxima actividad viral.

Establecer si el cccDNA viral obtenido de tejido en remisién (Qque como hemos
determinado en este estudio se encuentra hipermetilado), es capaz de generar los
sintomas con la misma severidad y temporalidad cuando es inoculado en plantas
sanas. Este dato nos daria evidencia directa sobre el papel que desempeiia la

metilacion del DNA viral en la infeccion.

Realizar el mapeo del posicionamiento de nucleosomas dentro del
minicromosoma viral, esto daria evidencia directa y contundente sobre la estructura
del minicromosoma, ademas del papel que desempefia en los mecanismos de

replicacion y transcripcion viral.

Continuar con la extraccion de histonas (Anexo; Figuras 1y 2), y realizar el perfil
global de las modificaciones post-traduccionales de histonas del minicromosoma

viral en los estadios de Pre-sintomas, Sintomas y Remision.

Analizar si la modificacion post-traduccional H3K4me3 puede ser una pieza
clave para facilitar la entrada de la proteina viral Rep al minicromosoma y con ello

dar inicio a la replicacion viral.
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Anexos

X.  ANEXOS

10.1 Purificacion e Identificacion de Histonas de nucleos de planta de chile.
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Figura 1. Purificacion de histonas partiendo de extracto rico en nucleos de
plantas sanas de chile por el método acido. Al lado izquierdo aparece el
diagrama de flujo del método de extraccion resumido. Al centro aparece el gel de
acrilamida tefiido con azul de Coomassie, con las diferentes concentraciones de las
proteinas obtenidas. Ademas, podemos observar que las histonas de chile se
enriguecen con este protocolo, cuando lo comparamos con la imagen presentada
en la publicacion donde se estandariza esta metodologia, en la imagen de la
derecha se sefiala la migracion de las histonas en el gel.
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10.2 Extraccion e Identificaciéon de Histonas de Extracto de Sarkosyl de

nucleos Sanos e Infectados.
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<—— 10kDa

Figura 2. Proteinas aisladas de extracto con Sarkosyl. 1) Control, proteinas
purificadas con el método extraccion acida. Proteinas obtenidas del extracto de
Sarkosyl de nuacleos 2) infectados y 3) sanos. Las proteinas de las bandas
seflaladas con flechas fueron cortadas en los carriles 2 y 3, purificadas e
identificadas por espectrometria de masas. Las que fueron identificadas se sefialan
con su nombre y flecha azul. MWM es el marcador de movilidad molecular (kDa).
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10.3 Anotacién de las proteinas asociadas al minicromosoma en
Sintomas y Remision.

# Péptidos

Cddigo \ Descripcién de la Proteina Funcién
Q6Q1P4 | Structural maintenance of Central component of cohesin, a
chromosomes protein 1 complex required for chromosome
cohesion during the cell cycle. 13 3
Q9SN90 | Structural maintenance of Central component of cohesin, a
chromosomes protein 2-2 complex required for chromosome
OS=Arabidopsis thaliana GN=SMC2-2 | cohesion during the cell cycle.
PE=2 Sv=1 5 23
Q84ND9 | DNA polymerase | B, DNA repair or DNA replication
chloroplastic/mitochondrial 4 14
F41735 ARM repeat superfamily protein Establishment of Sister Chromatid
Cohesion 7 17
F4J7T1 Helicase/SANT-associated, DNA Helicase 8 4
binding protein
Q9LKZ3 Retinoblastoma-related protein 1 Key regulator of entry into cell
division. 6 11
Q588V7 Helicase and polymerase-containing | Regulates the progression of cell
protein TEBICHI OS=Arabidopsis cycle and DNA replication (e.g. G2/M
thaliana GN=TEB PE=2 SV=1 progression and intrachromosomal
recombination) and the expression of
genes during development, especially
genes nearby the Helitron
transposons. 16 43
Q501D5 Mini-chromosome maintenance Required for sister chromatid 4 27
complex-binding protein cohesion
OS=Arabidopsis thaliana GN=ETG1
PE=1 Sv=1
F41096 Mediator of RNA polymerase I Coactivator involved in the regulated 2 9
transcription subunit 13 transcription of nearly all RNA
OS=Arabidopsis thaliana GN=MED13 | polymerase ll-dependent genes
PE=1 SV=1
Q5XVF0 | TATA box-binding protein-associated | Component of RNA polymerase | core | 3 3
factor RNA polymerase | subunit B factor complex
OS=Arabidopsis thaliana GN=MEE12
PE=1 Sv=1
081098 DNA-directed RNA polymerases Il DNA-dependent RNA polymerase 6 21
and IV subunit 5A OS=Arabidopsis catalyzes the transcription of DNA
thaliana GN=NRPB5A PE=1 SV=1 into RNA
Q9LTJ8 Methyl-CpG-binding domain- Probable transcriptional regulator. 10 5
containing protein 13 OS=Arabidopsis
thaliana GN=MBD13 PE=2 SV=1
Q8LG33 | MYB-family transcription factor, Regulation of Transcription 10 26
putative
QI9LXA7 | Transcription factor GTE2 Regulation of Transcription 5 18
OS=Arabidopsis thaliana GN=GTE2
PE=2 SV=2
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Q700D8 | At3g10000 OS=Arabidopsis thaliana | Transcription factor 8 4
GN=EDA31 PE=2 SV=1
Q6LA43 Two-component response regulator- | Transcriptional activator that binds 5 11
like APRR2 OS=Arabidopsis thaliana | specifically to the DNA sequence 5'-
GN=APRR2 PE=2 SV=2 [AG]GATT-3'
QI9LWO00 | Methyl-CpG-binding domain- Transcriptional regulator that binds
containing protein 11 OS=Arabidopsis | DNA
thaliana GN=MBD11 PE=1 SV=1 4 6
FAKBP5 Protein CHROMATIN REMODELING | Chromatin-remodeling protein that 4 11
4 OS=Arabidopsis thaliana GN=CHR4 | binds DNA through histones and
PE=2 SV=1 regulates gene transcription. May
specifically recognize and bind
trimethylated 'Lys-27'
F4JW79 Kow domain-containing transcription | Effector of RNA-directed DNA 29 19
factor 1 OS=Arabidopsis thaliana methylation (RdDM) triggered by
GN=KTF1 PE=1 SV=1 small interfering RNAs (SiRNAs, 24-nt
RNAS).
Q8GUI6 Probable lysine-specific demethylase | Histone demethylase that 17 18
JMJ14 OS=Arabidopsis thaliana demethylates H3K4
GN=JMJ14 PE=1 SV=1
082175 Histone-lysine N-methyltransferase, Histone methyltransferase H3K9 12 3
H3 lysine-9 specific SUVH5
OS=Arabidopsis thaliana GN=SUVH5
PE=1 SvV=1
Q944R7 Protein arginine N-methyltransferase | Histone-arginine N-methyltransferase 4 7
1.6 OS=Arabidopsis thaliana activity
GN=PRMT16 PE=2 SV=2
Q5D869 DNA-directed RNA polymerase V involved in RNA-directed DNA 6 5
subunit 1 OS=Arabidopsis thaliana methylation-dependent (RdDM)
GN=NRPE1 PE=1 SV=1 silencing
Q9SHF3 | Protein argonaute 2 OS=Arabidopsis | Involved in RNA-mediated post- 1 4
thaliana GN=AGO2 PE=1 Sv=1 transcriptional gene silencing (PTGS).
Q8VXV7 | Lysine-specific histone demethylase 1 | Probable histone demethylase that 6 3
homolog 1 OS=Arabidopsis thaliana | reduces the levels of histone H3 'Lys-
GN=LDL1 PE=1 SV=1 4' methylation in chromatin
Q9LIDO Lysine-specific histone demethylase 1 | Probable histone demethylase that 3 14
homolog 2 OS=Arabidopsis thaliana reduces the levels of histone H3 'Lys-
GN=LDL2 PE=2 SV=1 4' methylation in chromatin
082189 Probable RNA-dependent RNA Probably involved in the RNA 4 3
polymerase 4 OS=Arabidopsis silencing pathway and required for the
thaliana GN=RDR4 PE=3 SV=2 generation of small interfering RNAs
(siRNASs)
082190 Probable RNA-dependent RNA Probably involved in the RNA 16 18
polymerase 3 OS=Arabidopsis silencing pathway and required for the
thaliana GN=RDR3 PE=3 SV=2 generation of small interfering RNAs
(siRNAs)
Q8VvzZ79 Protein INVOLVED IN DE NOVO 2 Required for de novo DNA 2 21
OS=Arabidopsis thaliana GN=IDN2 methylation, sSIRNA accumulation and
PE=1 SV=1 siRNA-mediated maintenance
methylation
082504 RNA-dependent RNA polymerase 2 RNA-dependent direct polymerase 8 17
OS=Arabidopsis thaliana GN=RDR2 |involved in the production of small
PE=1 SV=1 interfering RNAs (SiRNAs). Required
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for the biogenesis of endogenous
siRNAs of 24 nucleotide
Q9ZVD5 | Protein argonaute 4 OS=Arabidopsis | Together with RDM3, required for 6 8
thaliana GN=AGO4 PE=1 SV=2 transcriptional gene silencing (TGS)
by DNA methylation and repressive
histone modifications (H3K9me2)
QI9LG11 |Histone acetyltransferase HAC4 Acetylates histones, giving a specific 4 34
OS=Arabidopsis thaliana GN=HAC4 |tag for transcriptional activation.
PE=2 SV=2
Q9LE42 Histone acetyltransferase HAC5 Acetylates histones, giving a specific 12 37
OS=Arabidopsis thaliana GN=HAC5 | tag for transcriptional activation.
PE=2 SV=1
Q9FJT8 Histone acetyltransferase type B Acetylates 'Lys-12' of histone H4 9 14
catalytic subunit OS=Arabidopsis
thaliana GN=HAG2 PE=2 SV=1
Q9M272 | COMPASS-like H3K4 histone Binds to target loci chromatin, 10 4
methylase component WDR5A increasing H3K4 trimethylation and
OS=Arabidopsis thaliana causing activation of the gene
GN=T16K5.10 PE=4 SV=1
Q9SGH2 | Methyl-CpG-binding domain- Probable transcriptional regulator that | 48 10
containing protein 9 OS=Arabidopsis |acts as a histone acetyltransferase.
thaliana GN=MBD9 PE=2 SV=1
F4IHS2 Chromatin structure-remodeling Catalytic component of the chromatin | 11 5
complex protein SYD OS=Arabidopsis | structure-remodeling complex (RSC),
thaliana GN=SYD PE=1 SV=1 which is involved in transcription
regulation and nucleosome
positioning.
FAJTF6 Putative chromatin remodeling factor | Chromatin remodeling factor that 8 9
OS=Arabidopsis thaliana GN=PKR2 represses the expression of
PE=4 SV=1 embryonic trait genes upon and after
seed germination
Q9FJE8 Probable histone H2A.7 Core component of nucleosome 15 16
OS=Arabidopsis thaliana
GN=At5g59870 PE=1 SV=1
Q8RXS6 | DNA helicase INO80 OS=Arabidopsis | DNA helicase and probable main 5 10
thaliana GN=INO80 PE=2 SV=2 scaffold component of the INO80
complex which remodels chromatin
by shifting nucleosomes and is
involved in DNA repair.
F41vV99 Protein CHROMATIN REMODELING | DNA-binding helicase that specifically 8 7
5 OS=Arabidopsis thaliana GN=CHR5 | binds to the promoter of target genes,
PE=3 SV=1 leading to chromatin remodeling,
possibly by promoting deposition of
histone H3.3
Q9FIY7 Putative SWI/SNF-related matrix- Possesses intrinsic ATP-dependent 5 3
associated actin-dependent regulator | nucleosome-remodeling activity. This
of chromatin subfamily A member 3- | activity may be required for DNA
like 3 OS=Arabidopsis thaliana repair
GN=At5g43530 PE=3 SVv=1
F418S3 SNF2 domain-containing protein Probable chromatin remodeling factor | 31 9
CLASSY 3 OS=Arabidopsis thaliana
GN=CLSY3 PE=1 SV=1
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Q9FGW9 | Transcription factor GTE10 Acts as a negative regulator in plant 5 3
OS=Arabidopsis thaliana GN=GTE10 |response to changes in environmental
PE=1 SV=2 conditions through the control of ABA-
regulated gene expression.
FAHW51 | Protein CHROMATIN REMODELING | Facilitates DNA replication in multiple 6 3
20 OS=Arabidopsis thaliana cellular environments and is required
GN=ATRX PE=2 SV=2 for efficient replication
F412H2 Switch 2 OS=Arabidopsis thaliana May be involved in early DNA 6 11
GN=SWI2 PE=3 SV=1 damage response. Probable
chromatin remodeling factor
FAKGY6 | Protein REVEILLE 1 OS=Arabidopsis | Morning-phased transcription factor 10 4
thaliana GN=RVE1 PE=2 SV=1 integrating the circadian clock and
auxin pathways.
QI9FKS4 | Serine/threonine-protein kinase ATR | Plays a central role in cell-cycle 8 19
OS=Arabidopsis thaliana GN=ATR regulation by transmitting DNA
PE=2 SV=2 damage signals to downstream
effectors of cell-cycle progression
Q9M3G7 | Serinel/threonine-protein kinase ATM | Plays a central role in the perception 41 30
OS=Arabidopsis thaliana GN=ATM and response to both stress-induced
PE=2 SV=1 damage in somatic cells and
developmentally programmed DNA
damage during meiosis.
023530 Protein SUPPRESSOR OF nprl-1, That triggers a defense system
CONSTITUTIVE 1 OS=Arabidopsis including the hypersensitive
thaliana GN=SNC1 PE=1 SV=3 response, which restricts the
pathogen growth. Regulated by RNA
silencing. 10 7
048844 26S proteasome non-ATPase Acts as a regulatory subunit of the 26 | 13 14
regulatory subunit 1 homolog A proteasome which is involved in the
OS=Arabidopsis thaliana GN=RPN2A | ATP-dependent degradation of
PE=1 SV=1 ubiquitinated proteins
024412 26S proteasome non-ATPase Acts as a regulatory subunit of the 26 9 11
regulatory subunit 7 homolog A proteasome which is involved in the
ATP-dependent degradation of
ubiquitinated proteins
Q9LTO8 26S proteasome non-ATPase Acts as a regulatory subunit of the 26 4 3
regulatory subunit 14 homolog proteasome which is involved in the
OS=Arabidopsis thaliana GN=RPN11 | ATP-dependent degradation of
PE=1 SV=1 ubiquitinated proteins
F417K3 Protein TRF-like 3 DNA binding 3 14
F4J6V1 Duplicated homeodomain-like DNA binding 8 7
superfamily protein
FAKCX4 SWIB/MDM2, Plus-3 and GYF DNA binding 4 46
domain-containing protein
OS=Arabidopsis thaliana
GN=At5g23480 PE=4 SV=1
Q9SK57 | Putative retroelement pol polyprotein | DNA integration 17 16
OS=Arabidopsis thaliana
GN=At2g10780 PE=4 SV=1
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QI9LNC4 | Transcription factor GTE4 Involved in the activation and 6 14
OS=Arabidopsis thaliana GN=GTE4 | maintenance of cell division in the
PE=2 SV=1 meristems and by this controls cell
numbers in differentiated organs.
Q9zP54 Poly [ADP-ribose] polymerase 1 Involved in the base excision repair 17 30
OS=Arabidopsis thaliana GN=PARP1 | (BER) pathway, by catalyzing the
PE=1 SV=2 poly(ADP-ribosyl)ation of a limited
number of acceptor proteins involved
in chromatin architecture and in DNA
metabolism.
Q9SN39 | Pentatricopeptide repeat-containing Plays a major role in single RNA 11 6
protein DOT4, chloroplastic editing events in chloroplasts.
OS=Arabidopsis thaliana GN=DOT4
PE=2 SV=1
Q8LPQY9 | Flowering time control protein FPA Plays a role in the regulation of 3 15
OS=Arabidopsis thaliana GN=FPA flowering time
PE=2 SV=2
022148 Putative non-LTR retroelement RNA-directed DNA polymerase 20 31
reverse transcriptase OS=Arabidopsis | activity
thaliana GN=At2g45230 PE=4 SV=1
Q97QQ6 | Putative non-LTR retroelement RNA-directed DNA polymerase 8 19
reverse transcriptase OS=Arabidopsis | activity
thaliana GN=At29g14430 PE=4 SV=1
Q9SKJ4 Putative non-LTR retroelement RNA-directed DNA polymerase 13 15
reverse transcriptase OS=Arabidopsis | activity
thaliana GN=At2g25550 PE=4 SV=1
064712 Putative reverse transcriptase RNA-directed DNA polymerase 1 4
OS=Arabidopsis thaliana activity
GN=At2g02650 PE=4 SV=1
FAHPY3 RNA-directed DNA polymerase RNA-directed DNA polymerase 6 4
(Reverse transcriptase)-related activity
protein OS=Arabidopsis thaliana
GN=At1g60720 PE=4 SV=1
023410 Reverse transcriptase like protein RNA-directed DNA polymerase 7 18
OS=Arabidopsis thaliana GN=dI3835c | activity
PE=4 SV=1
Q9SK98 | Very similar to retrotransposon RNA-directed DNA polymerase 17 11
reverse transcriptase OS=Arabidopsis | activity
thaliana GN=F12K8.9 PE=4 SV=1
QOWPH2 | At1g15940 8 7
Q9SD34 | Zinc finger CCCH domain-containing 6 12
protein 44 OS=Arabidopsis thaliana
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10.4 Anotacion de las proteinas asociadas al Minicromosoma Viral de

Sintomas (no presentes en remision)

‘ Descripcién de la Proteina Funcion #Péptidos

FAKEMO | Protein STICHEL-like 4 DNA Binding 5
OS=Arabidopsis thaliana
GN=At4g18820 PE=3 SV=1

P92986 | Snapdragon myb protein 305 DNA Binding 5
homolog

Q84JB7 | DEK domain-containing chromatin DNA Binding 9
associated protein

Q9M2Q0 | DNA-binding bromodomain- DNA binding protein 4
containing protein OS=Arabidopsis
thaliana GN=T10K17.190 PE=4 SV=1

QI9M9S7 |F14L17.12 protein OS=Arabidopsis DNA binding protein 7
thaliana GN=F14L17.12 PE=4 SV=1

Q8LCB3 | Putative uncharacterized protein DNA binding protein 12

F41129 Putative uncharacterized protein DNA binding protein 8

Q8VY11l |DNA gyrase B3 OS=Arabidopsis DNA topological change 7
thaliana GN=GYRB3 PE=2 SV=1

Q9FJ79 | DNA topoisomerase 1 beta DNA topological change 4
OS=Arabidopsis thaliana
GN=TOP1BETA PE=1 SV=1

Q9FXC8 | DNA polymerase alpha subunit B May play an essential role at the early 5
OS=Arabidopsis thaliana PE=3 SV=1 | stage of chromosomal DNA replication

by coupling the polymerase
alpha/primase complex to the cellular
replication machinery.

COLU16 |Mediator of RNA polymerase Il Component of the Mediator complex, a 7
transcription subunit 21 coactivator involved in the regulated
OS=Arabidopsis thaliana GN=MED21 | transcription of nearly all RNA
PE=1 SV=1 polymerase Il-dependent genes.

F414P3 Mediator of RNA polymerase |l Component of the Mediator complex, a 4
transcription subunit 23 coactivator involved in the regulated
OS=Arabidopsis thaliana GN=MED23 | transcription of nearly all RNA
PE=1 Sv=1 polymerase |I-dependent genes.

Q9LT25 |Pre-mRNA-processing protein 40C Component of the Mediator complex, a 3
OS=Arabidopsis thaliana coactivator involved in the regulated
GN=MED35C PE=1 SV=1 transcription of nearly all RNA

polymerase Il-dependent genes.

Q9SHV7 | Probable mediator of RNA Component of the Mediator complex, a 15
polymerase Il transcription subunit coactivator involved in the regulated
15¢ OS=Arabidopsis thaliana transcription of nearly all RNA
GN=MED15C PE=2 SV=1 polymerase |l-dependent genes.

Q8H1B3 | Probable mediator of RNA Component of the Mediator complex, a 4
polymerase Il transcription subunit coactivator involved in the regulated
37b OS=Arabidopsis thaliana transcription of nearly all RNA
GN=MED37B PE=1 SV=1 polymerase |l-dependent genes.
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P92969 | DNA-directed RNA polymerase 1, DNA-dependent RNA polymerase 8
mitocondrial catalyzes the transcription of DNA 1linto
RNA using the four ribonucleoside
triphosphates as substrates.
024600 |DNA-directed RNA polymerase 3, DNA-dependent RNA polymerase 2
chloroplasti catalyzes the transcription of DNA into
RNA using the four ribonucleoside
triphosphates as substrates.
Q8H1E1 | DNA-directed RNA polymerase I DNA-directed RNA polymerase activity 6
protein OS=Arabidopsis thaliana
GN=At4g08540 PE=2 SV=1
Q9SZC2 | MYB transcription factor Positive regulation of transcription, 5
OS=Arabidopsis thaliana DNA-templated
GN=F17M5.210 PE=2 SV=1
Q9C616 | Probable transcription factor KAN2 Probable transcription factor that 1
OS=Arabidopsis thaliana GN=KAN2 | regulates lateral organ polarity.
PE=2 Sv=1
QO9LYP5 | Putative two-component response Putative RNA polymerase Il subunit B1 4
regulator ARR21 OS=Arabidopsis C-terminal domain (CTD) phosphatase
thaliana GN=ARR21 PE=2 SV=3 involved in RNA polymerase |
transcription regulation.
F419Y7 Transcription elongation factor SPT6- | Regulation of DNA-templated 20
like protein OS=Arabidopsis thaliana | transcription, elongation
GN=GTB1 PE=4 SVv=1
Q93YS6 | Transcription factor GTE9 Regulation of transcription, DNA- 17
OS=Arabidopsis thaliana GN=GTE9 |templated
PE=1 SVv=1
QO00IB6 | RNA polymerase Il C-terminal domain | Required for normal plant growth. 2
phosphatase-like 4 OS=Arabidopsis
thaliana GN=CPL4 PE=1 SV=1
FAKAL7 | Transcription initiation factor TFIID TAFs are components of the 9
subunit 4b OS=Arabidopsis thaliana | transcription factor IID (TFIID) complex
GN=TAF4B PE=1 SV=1 that is essential for mediating regulation
of RNA polymerase transcription.
Q9SYZ9 | Transcription initiation factor TFIID TAFs are components of the 3
subunit 8 OS=Arabidopsis thaliana transcription factor IID (TFIID) complex
GN=TAF8 PE=1 Sv=1 that is essential for mediating regulation
of RNA polymerase transcription.
Q93ZW3 | RNA polymerase Il core binding TFIIH-class transcription factor binding 5
FAK1B1 |Putative RNA polymerase Il subunit Transcription 9
B1 CTD phosphatase RPAP2
homolog OS=Arabidopsis thaliana
GN=At5¢g26760 PE=2 SV=1
Q8L7T6 | Probable inactive lysine-specific Transcription factor activity 3
demethylase JMJ19 OS=Arabidopsis
thaliana GN=JMJ19 PE=2 SV=1
022264 | Transcription factor MYB12 Transcription factor that activates the 2

OS=Arabidopsis thaliana GN=MYB12
PE=2 SV=1

expression of CHS, CHI, F3H and
FLS1. Flavonol-specific activator of
flavonoid biosynthesis.
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Q9SWAG6 | SNI1 transcription regulatory region DNA 6
binding
Q9C9A0 | Atlg71080/F23N20_7 translation elongation factor activity 7
OS=Arabidopsis thaliana
GN=F23N20.7 PE=1 SV=1
023255 | Adenosylhomocysteinase 1 Adenosylhomocysteine is a competitive 8
OS=Arabidopsis thaliana GN=SAHH1 | inhibitor of S-adenosyl-L-methionine-
PE=1 SV=1 dependent methyl transferase
reactions; therefore
adenosylhomocysteinase may play a
key role in the control of methylations
via regulation of the intracellular
concentration of
adenosylhomocysteine. Required for
DNA methylation-dependent gene
silencing.
Q9LYA9 | Chloroplast stem-loop binding protein | Binds and cleaves RNA, particularly in 1
of 41 kDa a, chloroplastic stem-loops.
OS=Arabidopsis thaliana
GN=CSP41A PE=1 Sv=1
Q9SU24 | Origin of replication complex subunit | Component of the origin recognition 5
1B OS=Arabidopsis thaliana complex (ORC) that binds origins of
GN=ORC1B PE=1 Sv=1 replication. It has a role in both
chromosomal replication and mating
type transcriptional silencing.
022895 |SWR1-complex protein 4 Component of the SWR1 complex 2
which mediates the ATP-dependent
exchange of histone H2A for the H2A
variant HZT1 leading to transcriptional
regulation of selected genes by
chromatin remodeling.
Q9SIW2 | Putative chromatin remodeling protein | Cooperates with Pol IV and Pol V to 4
OS=Arabidopsis thaliana GN=DRD1 |regulates RNA- and RNAIi- (RNA
PE=4 SV=1 interference) directed non-CpG de novo
DNA methylation on cytosine of genes
targeted for silencing and enhancers,
also known as siRNA-directed DNA
methylation (RdDM), thus leading to
epigenetic modification of the genome
and promoting/maintaining
heterochromatin
Q8VYZ0 | E3 ubiquitin-protein ligase ORTHRUS | E3 ubiquitin-protein ligase. Participates 27
2 OS=Arabidopsis thaliana in CpG methylation-dependent
GN=ORTH2 PE=1 SVv=1 transcriptional regulation and epigenetic
transcriptional silencing.
F416G4 | Lysine-specific demethylase JMJ18 Histone demethylase that demethylates 3

H3K4 OS=Arabidopsis thaliana
GN=JMJ18 PE=2 SV=1

‘Lys-4' (H3K4me) of histone H3 with a
specific activity for H3K4me3 and
H3K4me2.
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Q9SUE7 | Histone-lysine N-methyltransferase Histone methyltransferase 1
ATX4 OS=Arabidopsis thaliana
GN=ATX4 PE=2 SV=3

A9QA58 | Histone-lysine N-methyltransferase Histone methyltransferase involved in 5
ATXR7 regulation of flowering time

Q9FF80 | Histone-lysine N-methyltransferase, Histone methyltransferase. Methylates 9
H3 lysine-9 specific SUVH1 'Lys-9' of histone H3. H3 'Lys-9'

methylation represents a specific tag for
epigenetic transcriptional repression.

Q8VZz17 | Histone-lysine N-methyltransferase, Histone methyltransferase. Methylates 2
H3 lysine-9 specific SUVH6 'Lys-9' of histone H3. H3 'Lys-9'
OS=Arabidopsis thaliana GN=SUVHG6 | methylation represents a specific tag for
PE=2 SV=2 epigenetic transcriptional repression.

Seems to act preferentially on dsMRNA

Q8GZB6 | Histone-lysine N-methyltransferase, Histone methyltransferase. Methylates 4
H3 lysine-9 specific SUVH4 'Lys-9' of histone H3. H3 'Lys-9'
OS=Arabidopsis thaliana GN=SUVH4 | methylation represents a specific tag for
PE=1 SV=2 epigenetic transcriptional repression.

The silencing mechanism via DNA
CpNpG methylation requires the
targeting of chromomethylase CMT3 to
methylated histones

Q9TOI1 | DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3 | MET, Maintains chromatin methylation 2
OS=Arabidopsis thaliana GN=MET3
PE=3 SV=1

F4JCS8 | BAH and TFIIS domain-containing Negative regulation of translation 8
protein; involved in gene silencing by miRNA

065312 | Histone-lysine N-methyltransferase Polycomb group (PcG) protein. 3
MEDEA H3K27 Catalytic subunit of some PcG

multiprotein complex, which methylates
'Lys-27' of histone H3, leading to
transcriptional repression of the
affected target genes.

F4JLS1 |Lysine-specific histone demethylase 1 | Probable histone demethylase that 6
homolog 3 OS=Arabidopsis thaliana | reduces the levels of histone H3 'Lys-4'
GN=LDL3 PE=1 Sv=1 methylation in chromatin

Q8LRKS8 | Histone deacetylase 18 Responsible for the deacetylation of 6

lysine residues on the N-terminal part of

the core histones (H2A, H2B, H3 and

H4).
Q9FML2 | Histone deacetylase 6 Responsible for the deacetylation of 2

lysine residues on the N-terminal part of

the core histones (H2A, H2B, H3 and

H4). Plays a role in transgene silencing.
QI9LXW?7 | Endoribonuclease Dicer homolog 3 Ribonuclease (RNase) Il involved in 153

OS=Arabidopsis thaliana GN=DCL3
PE=1 SV=2

RNA-mediated post-transcriptional
gene silencing (PTGS). Plays a role in
antiviral RNA silencing.
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QI9SNCO | Methyl-CpG-binding domain- Transcriptional regulator that binds 1
containing protein 5 OS=Arabidopsis | CpG islands in promoters where the
thaliana GN=MBD5 PE=1 SVv=1 DNA is methylated at position 5 of

cytosine within CpG dinucleotides. In
addition, binds specifically methylated
msCpNpN but not msCpNpG (Nis A, T
or C).

Q9C5X9 | Histone acetyltransferase HAC1 Acetyltransferase enzyme. Acetylates 88
OS=Arabidopsis thaliana GN=HAC1 | histones, giving a specific tag for
PE=1 SV=2 transcriptional activation.

Q9STMS3 | Lysine-specific demethylase H3K27 Histone demethylase that demethylates 27
REF6 OS=Arabidopsis thaliana 'Lys-27' (H3K27me) of histone H3.

GN=REF6 PE=1 SV=1 Demethylates both tri- (H3K27me3) and
di-methylated (H3K27me2) H3K27me.

Q84WWSE | Histone-lysine N-methyltransferase Histone methyltransferase involved in 3
ASHH1 OS=Arabidopsis thaliana regulation of flowering time. Required
GN=ASHH1 PE=1 SV=1 for the expression of the SOC1/AGL20

gene. Required for histone H3
trimethylation on ‘Lys-4' H3K4me3 at
the SOC1 locus. Prevents trimethylation
on 'Lys-27' H3K276me3 at the same
locus.

023372 | Probable histone-lysine N- Histone methyltransferase specifically 5
methyltransferase ATXR3 required for trimethylation of 'Lys-4' of
OS=Arabidopsis thaliana GN=ATXR3 | histone H3 (H3K4me3)

PE=2 SV=2

004544 | Atlg70000 OS=Arabidopsis thaliana | Positive regulation of histone 1
GN=F20P5.26 PE=2 SV=1 acetylation

Q9C7B1 | Telomere repeat-binding protein 3 Binds specifically to the plant telomeric 23
OS=Arabidopsis thaliana GN=TRP3 | double-stranded DNA sequences.

PE=1 Sv=1

Q56YN8 | Structural maintenance of Central component of cohesin, a 1
chromosomes protein 3 complex required for chromosome
OS=Arabidopsis thaliana GN=SMC3 | cohesion during the cell cycle.

PE=2 Sv=1

Q9C5Y4 | Structural maintenance of Central component of the condensin 8
chromosomes protein 2-1 complex, a complex required for
OS=Arabidopsis thaliana GN=SMC2- | conversion of interphase chromatin into
1 PE=2 SV=2 mitotic-like condense chromosomes.

ASHEI1 | Sister chromatid cohesion 2 Centromere complex assembly 10

Q9FQ20 | Sister chromatid cohesion 1 protein 2 | Chromosome segregation; double- 5
OS=Arabidopsis thaliana GN=SYN2 | strand break repair
PE=2 SV=2

Q84JG2 | SWI/SNF complex subunit SWI3B Component of a multiprotein complex 3
OS=Arabidopsis thaliana GN=SWI3B | equivalent of the SWI/SNF 3complex,

PE=1 SV=1 an ATP-dependent chromatin-
remodeling complex, which is required
for the positive and negative regulation
of gene expression of a large number of
genes.
023628 | Histone H2A variant 1 Core component of nucleosome. 20
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Q9TOH7 | Histone H2A.8 OS=Arabidopsis Core component of nucleosome. 5
thaliana GN=At4g13570 PE=1 SV=1
023629 | Histone H2B.6 Core component of nucleosome. 18
P59169 |Histone H3.3 Core component of nucleosome. 26
P59259 | Histone H4 Core component of nucleosome. 26
Q9C895 | E3 ubiquitin-protein ligase BRE1-like | E3 ubiquitin-protein ligase that 5
2 OS=Arabidopsis thaliana GN=HUB2 | monoubiquitinates H2B to form
PE=2 SV=2 H2BK143ubl.
F43Y24 | ISWI chromatin-remodeling complex | Possesses intrinsic ATP-dependent 5
ATPase CHR17 nucleosome-remodeling activity.
Constitutes the catalytic subunit of
several complexes capable of forming
ordered nucleosome arrays on
chromatin
Q9SZP1 | Transcription repressor MYB4 Transcription repressor involved in 6
OS=Arabidopsis thaliana GN=MYB4 | regulation of protection against UV.
PE=1 Sv=1
048686 | Paired amphipathic helix protein Sin3- | Acts as a transcriptional repressor. 5
like 3 OS=Arabidopsis thaliana Interacts with ERF7 to repress genes in
GN=SNL3 PE=1 SV=3 abscisic acid and drought stress
responses.
Q9FN19 | AT5g67320/K8K14 4 transcription Histone deacetylation; Response to 3
corepressor activity OS=Arabidopsis | cold
thaliana GN=HOS15 PE=2 SV=1
Q50027 | At5g40550 OS=Arabidopsis thaliana |Histone H3/H3 acetylation; Response 4
GN=At5g40550 PE=2 SV=1 to salt stress
Q5YDB5 | RNA polymerase Il C-terminal domain | Multifunctional regulator that modulates 2
phosphatase-like 2 plant growth, stress, and
phytohormones responses.
Q8LL04 | RNA polymerase Il C-terminal domain | Negative regulator of stress gene 7
phosphatase-like 3 OS=Arabidopsis | transcription involved in abscisic acid
thaliana GN=CPL3 PE=1 SV=2 (ABA) mediated signaling pathway and
cold resistance
080883 | MYB101; factor transcription Positive regulation of abscisic acid- 4
activated signaling pathway
Q9LVSO | MYB transcription factor Response absicic acid, ethylene, 3
OS=Arabidopsis thaliana jasmonic acid, salicylic acid.
GN=At5g47390 PE=2 SV=1
Q8RWV9 | Putative uncharacterized protein Response stress 12
At5g08450
022446 | Histone deacetylase 19 Responsible for the deacetylation of 3
lysine residues on the N-terminal part of
the core histones (H2A, H2B, H3 and
H4). HDA19 is involved in jasmonic acid
and ethylene signaling of pathogen
response.
Q3MJQY |BC1 OS=Pepper golden mosaic virus | Movement Protein Virus 9

PE=4 SV=1
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H2DFC9 | Replication enhancer protein ReN Protein Virus 8
OS=Pepper golden mosaic virus
GN=AC3 PE=4 SV=1
Q9ZUFO0 | Putative non-LTR retroelement RNA-directed DNA polymerase activity 8
reverse transcriptase OS=Arabidopsis
thaliana GN=At2g05980 PE=4 SV=1
064473 | Putative non-LTR retroelement RNA-directed DNA polymerase activity 6
reverse transcriptase OS=Arabidopsis
thaliana GN=At29g19100 PE=4 SV=1
081068 | Putative non-LTR retroelement RNA-directed DNA polymerase activity 10
reverse transcriptase OS=Arabidopsis
thaliana GN=At2g28980 PE=4 SV=1
Q9XIH8 | Putative non-LTR retrolelement RNA-directed DNA polymerase activity 3
reverse transcriptase OS=Arabidopsis
thaliana GN=At2g16110 PE=4 SV=1
081441 | Putative reverse transcriptase RNA-directed DNA polymerase activity 22
OS=Arabidopsis thaliana
GN=T24H24.17 PE=4 SV=1
Q9Sz87 | RNA-directed DNA polymerase-like RNA-directed DNA polymerase activity 4
protein OS=Arabidopsis thaliana
GN=F17A8.60 PE=4 SV=1
Q9FIB6 | 26S proteasome non-ATPase Acts as a regulatory subunit of the 26 5
regulatory subunit 12 homolog A proteasome which is involved in the
OS=Arabidopsis thaliana GN=RPN5A | ATP-dependent degradation of
PE=1 SV=1 ubiquitinated proteins.
024412 | 26S proteasome non-ATPase Acts as a regulatory subunit of the 26 9
regulatory subunit 7 homolog A proteasome which is involved in the
ATP-dependent degradation of
ubiquitinated proteins.
P30186 | Proteasome subunit alpha type-7-A Mediates the association of the 1
OS=Arabidopsis thaliana GN=PAD1 | SCF(TIR1) E3 ubiquitin ligase complex
PE=1 SV=1 with the proteasome.
024616 | Proteasome subunit alpha type-7-B Mediates the association of the 3
OS=Arabidopsis thaliana GN=PAD2 | SCF(TIR1) E3 ubiquitin ligase complex
PE=1 SVv=2 with the proteasome.
Q9MAKS9 | 26S protease regulatory subunit S10B | The 26S protease is involved in the 7
homolog B ATP-dependent degradation of
ubiquitinated proteins.
Q9FH51 | Protein FLX-like 4 OS=Arabidopsis Involved in FLC activation and flowering 10
thaliana GN=FLXL4 PE=1 SV=1 time control, but has no transcriptional
activation activity.
Q9C7E4 | Putative uncharacterized protein Nucleotidyltransferase activity; RNA 3
F13K9.19 OS=Arabidopsis thaliana Binding
GN=F13K9.19 PE=3 SV=1
Q9SI33 | Haloacid dehalogenase-like hydrolase | Phosphoprotein phosphatase activity 4

(HAD) superfamily protein
OS=Arabidopsis thaliana
GN=At2g04930 PE=4 SV=1
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P41916 | GTP-binding nuclear protein Ran-1; GTP-binding protein involved in 4
protein involved in nucleocytoplasmic | nucleocytoplasmic transport. Required
transport for the import of protein into the nucleus
and also for RNA export. Involved in
chromatin condensation and control of
cell cycle
Q9MOK4 | Transcription factor LAF1 Transcription factor that promotes 10
OS=Arabidopsis thaliana GN=LAF1 photomorphogenesis in the light by
PE=1 SV=2 participating in the transmission of
phytochrome A (phyA) signals to
downstream responses.
082496 |T12H20.15 protein OS=Arabidopsis 4

thaliana GN=T12H20.15 PE=4 SV=1
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10.5 Anotacién de las proteinas asociadas al Minicromosoma Viral en

Remisiéon (No presentes en tejido con sintomas).

Funcion

Descripcion de la Proteina

#Péptidos

Q9LZ03 | DNA topoisomerase 6 subunit A Component of the DNA 21
OS=Arabidopsis thaliana GN=TOP6A topoisomerase VI involved in
PE=1 SV=1 chromatin organization and
progression of endoreduplication
cycles.
048523 | DNA-binding bromodomain-containing | DNA Binding 9
protein OS=Arabidopsis thaliana
GN=At2g42150 PE=4 SV=1
QI9LGO02 | Putative high mobility group B protein Binds preferentially DNA with A/T- 17
11 OS=Arabidopsis thaliana rich content
GN=HMGB11 PE=3 SV=2
Q9C5V6 | DNA topoisomerase 6 subunit B Component of the DNA 4
OS=Arabidopsis thaliana GN=TOP6B topoisomerase VI involved in
PE=1 Sv=1 chromatin organization and
progression of endoreduplication
cycles.
Q9SKI4 | Replication protein A 70 kDa DNA- Component of the replication protein 7
binding subunit A OS=Arabidopsis A complex (RPA) required for DNA
thaliana GN=RPA1A PE=1 SV=1 recombination, repair and replication.
Q9FLR5 | Structural maintenance of Core component of the SMC5-SMC6 7
chromosomes protein 6A complex that promotes sister
OS=Arabidopsis thaliana GN=SMC6A chromatid alignment after DNA
PE=2 SV=1 damage and facilitates double-
stranded DNA breaks (DSBs) repair
via homologous recombination
between sister chromatids.
Q9LHS5 | Cell division related protein-like DNA Binding 11
OS=Arabidopsis thaliana
GN=At5g06110 PE=4 SV=1
F4K4Y5 | DEK domain-containing chromatin DNA Binding 20
associated protein OS=Arabidopsis
thaliana GN=At5g55660 PE=1 SV=1
ABMRL4 | Homeodomain-like superfamily protein | DNA Binding 7
Q9XEB2 | Homeodomain-like superfamily protein | DNA Binding 5
OS=Arabidopsis thaliana GN=F4H6.10
PE=4 SV=1
F4J7J5 Myb domain protein 4rl DNA Binding 22
Q94FL6 |MYB124 DNA Binding 6
Q5XUY3 | Myb-like HTH transcriptional regulator DNA Binding 6
family protein OS=Arabidopsis thaliana
GN=At5g58340 PE=2 SV=1
Q9CAY2 | Putative cell division related protein; DNA Binding 22
50012-47994 OS=Arabidopsis thaliana
GN=F24K9.12 PE=4 SV=1
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065898 | Putative MYB transcription factor DNA Binding 8

Q9XE44 | Putative retroelement pol polyprotein DNA Binding 14
OS=Arabidopsis thaliana
GN=At2g07660 PE=4 SV=1

Q9C8N6 | DNA polymerase type |, putative 54894- | DNA Syntesis 8
56354 OS=Arabidopsis thaliana
GN=F7P12.3 PE=4 SV=1

082265 | Sister-chromatid cohesion protein 3 Essential component of cohesin 4
OS=Arabidopsis thaliana GN=SCC3 complex, a complex required for the
PE=1 SV=2 cohesion of sister chromatids after

DNA replication.

FA4JTF2 | Uncharacterized protein Establishment of Sister Chromatid 66
Cohesion

B3H5K3 | Uncharacterized protein Establishment of Sister Chromatid 7
Cohesion.

F4l6M1 DNA polymerase | A, In addition to polymerase activity, this 3
chloroplastic/mitochondrial DNA polymerase 5' to 3' exonuclease
OS=Arabidopsis thaliana GN=POLIA activity
PE=2 SV=1

Q9SUCS3 | Protein POLLENLESS 3 Involved in the regulation of cell 8
OS=Arabidopsis thaliana GN=MS5 division after male meiosis | and Il to
PE=2 SV=2 facilitate exit from meiosis and

transition to G1

Q9FXC8 | DNA polymerase alpha subunit B May play an essential role at the 5

OS=Arabidopsis thaliana PE=3 SV=1 early stage of chromosomal DNA
replication by coupling the
polymerase alpha/primase complex
to the cellular replication machinery.

Q9SJW9 | CDT1-like protein a, chloroplastic Member of the pre-replication 17
OS=Arabidopsis thaliana GN=CDT1A complex. Component of the plastid
PE=1 SV=1 division machinery.

Q9LVN7 | DNA polymerase delta catalytic subunit | This polymerase possesses two 14

enzymatic activities: DNA synthesis
(polymerase) and an exonucleolytic
activity that degrades single-stranded
DNA in the 3'- to 5'-direction.

F410K2 Fructokinase-like 2, chloroplastic Acts as a component of the 10
OS=Arabidopsis thaliana GN=FLN2 transcriptionally active plastid
PE=1 SV=2 chromosome that is required for

plastid gene expression.
F4JC20 | FIP1[lll]-like protein OS=Arabidopsis Component of the cleavage and 4

thaliana GN=FIPS3 PE=1 SV=1

polyadenylation specificity factor
(CPSF) complex that plays a key role
in pre-mRNA 3'-end formation,
recognizing the AAUAAA signal
sequence and interacting with
poly(A) polymerase and other factors
to bring about cleavage and poly(A)
addition.
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H3K2Y6 | Mediator of RNA polymerase I Component of the Mediator complex, 3
transcription subunit 12 OS=Arabidopsis | a coactivator involved in the
thaliana GN=MED12 PE=1 SVv=1 regulated transcription of nearly all

RNA polymerase ll-dependent
genes.

F4IN69 Mediator of RNA polymerase |l Component of the Mediator complex, 16
transcription subunit 33B a coactivator involved in the
OS=Arabidopsis thaliana GN=MED33B | regulated transcription of nearly all
PE=1 SV=1 RNA polymerase Il-dependent

genes.

Q8RWA2 | Mediator of RNA polymerase I Component of the Mediator complex, 5
transcription subunit 9 OS=Arabidopsis |a coactivator involved in the
thaliana GN=MED9 PE=1 SVv=1 regulated transcription of nearly all

RNA polymerase Il-dependent
genes.

FAKFC7 | Probable mediator of RNA polymerase | Component of the Mediator complex, 25
Il transcription subunit 26¢ a coactivator involved in the
OS=Arabidopsis thaliana GN=MED26C | regulated transcription of nearly all
PE=1 SV=1 RNA polymerase Il-dependent

genes.

Q9FT73 | Mediator of RNA polymerase I Component of the Mediator complex, 11
transcription subunit 34 OS=Arabidopsis | a coactivator involved in the
thaliana GN=MED34 PE=1 SV=1 regulated transcription of nearly all

RNA polymerase Il-dependent
genes. 3'-5' DNA helicase that may
play a role in the repair of DNA.

023310 | Nuclear transcription factor Y subunit B- | Component of the NF-Y/HAP 7
3 OS=Arabidopsis thaliana GN=NFYB3 |transcription factor complex. The NF-

PE=2 SV=1 Y complex stimulates the
transcription of various genes by
recognizing and binding to a CCAAT
motif in promoters.

Q9FGRO | Cleavage and polyadenylation CPSF plays a key role in pre-mRNA 4
specificity factor subunit 1 3'-end formation, recognizing the
OS=Arabidopsis thaliana GN=CPSF160 | AAUAAA signal sequence and
PE=1 SV=2 interacting with poly(A)polymerase

and other factors to bring about
cleavage and poly(A) addition.

QILKF9 | Cleavage and polyadenylation CPSF plays a key role in pre-mRNA 7
specificity factor subunit 2 3'-end formation, recognizing the
OS=Arabidopsis thaliana GN=CPSF100 | AAUAAA signal sequence and
PE=1 SV=2 interacting with poly(A)polymerase

and other factors to bring about
cleavage and poly(A) addition.

F4JXF8 | DNA-directed RNA polymerase DNA-dependent RNA polymerase 10

catalyzes the transcription of DNA
into RNA using the four
ribonucleoside triphosphates as
substrates.
P92969 | DNA-directed RNA polymerase 1, DNA-dependent RNA polymerase 4

mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana
GN=RPOT1 PE=2 SV=1

catalyzes the transcription of DNA
into RNA using the four
ribonucleoside triphosphates as
substrates.
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F41366 DNA-directed RNA polymerase | subunit | DNA-dependent RNA polymerase 4

2 catalyzes the transcription of DNA
into RNA using the four
ribonucleoside triphosphates as
substrates.

P18616 | DNA-directed RNA polymerase |l DNA-dependent RNA polymerase 11
subunit 1 OS=Arabidopsis thaliana catalyzes the transcription of DNA
GN=NRPB1 PE=1 SV=3 into RNA using the four

ribonucleoside triphosphates as
substrates.

P38420 | DNA-directed RNA polymerase |l DNA-dependent RNA polymerase 6
subunit 2 OS=Arabidopsis thaliana catalyzes the transcription of DNA
GN=NRPB2 PE=1 SV=2 into RNA using the four

ribonucleoside triphosphates as
substrates.

Q1PEP5 | Nucleolin 2 OS=Arabidopsis thaliana Involved in pre-rRNA processing and 5
GN=NUCL2 PE=2 SV=1 ribosome assembly.

Q9SVYO | DNA-directed RNA polymerase Largest and catalytic core component 19
OS=Arabidopsis thaliana of RNA polymerase | which
GN=F15B8.150 PE=3 SV=1 synthesizes ribosomal RNA

precursors.

COSUT9 | Putative lysine-specific demethylase May function as histone H3 lysine 6
JMJ16 OS=Arabidopsis thaliana demethylase and be involved in
GN=JMJ16 PE=2 SV=1 regulation of gene expression.

COSUT9 | Putative lysine-specific demethylase May function as histone H3 lysine 6
JMJ16 demethylase and be involved in

regulation of gene expression.

Q9STN3 | Putative transcription elongation factor | May regulate transcription elongation 5
SPT5 homolog 1 OS=Arabidopsis by RNA polymerase Il. May enhance
thaliana GN=At4g08350 PE=1 SV=2 transcriptional pausing at sites

proximal to the promoter, which may
in turn facilitate the assembly of an
elongation competent RNA
polymerase Il complex

080770 | Putative transcription elongation factor | May regulate transcription elongation 11
SPT5 homolog 2 OS=Arabidopsis by RNA polymerase Il. May enhance
thaliana GN=At2¢g34210 PE=3 SV=2 transcriptional pausing at sites

proximal to the promoter, which may
in turn facilitate the assembly of an
elongation competent RNA
polymerase Il complex

Q9LMT2 | Nuclear poly(A) polymerase 1 Polymerase that creates the 3'- 3
OS=Arabidopsis thaliana GN=PAPS1 poly(A) tail of mMRNA's
PE=1 Sv=1

Q9AT76 |Agamous-like MADS-box protein AGL27 | Probable transcription factor involved 7
OS=Arabidopsis thaliana GN=AGL27 in the negative regulation of flowering
PE=1 SV=1 time

Q8H181 | Trihelix transcription factor GTL2 Probable transcription factor that 3

OS=Arabidopsis thaliana
GN=At5g28300 PE=2 SV=1

binds specific DNA sequence.
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Q9LS28 | Transcription factor GTE12 Regulation of transcription 3
OS=Arabidopsis thaliana GN=GTE12
PE=2 SV=2

Q8H1D7 | Transcription factor GTES5, chloroplastic | Regulation of transcription 22
OS=Arabidopsis thaliana GN=GTES5
PE=1 SV=1

Q9LK27 | Transcription factor GTES8 Regulation of transcription 5
OS=Arabidopsis thaliana GN=GTES8
PE=2 SV=2

Q9MAN4 | uncharacterized At2g02060 regulation Regulation of transcription 11
of transcription OS=Arabidopsis thaliana
GN=At2g02061 PE=4 SV=1

064547 | YUP8H12R.36; regulation of Regulation of transcription 6
transcription from RNA polymerase ||
promoter

Q940Y3 | AT-rich interactive domain-containing Regulation transcription 3
protein 3 OS=Arabidopsis thaliana
GN=ARID3 PE=1 SV=1

QILIA4 | Protein RIK OS=Arabidopsis thaliana RNA Binding 27
GN=RIK PE=1 SV=2

024621 | RNA polymerase sigma factor sigC Sigma factors are initiation factors 7
OS=Arabidopsis thaliana GN=SIGC that promote the attachment of
PE=2 SV=1 plastid-encoded RNA polymerase

(PEP) to specific initiation sites and
are then released

Q9ZSL6 | RNA polymerase sigma factor sigD, Sigma factors are initiation factors 3
chloroplastic OS=Arabidopsis thaliana |that promote the attachment of
GN=SIGD PE=2 Sv=1 plastid-encoded RNA polymerase

(PEP) to specific initiation sites and
are then released.

Q9ZNX9 | RNA polymerase sigma factor sigE, Sigma factors are initiation factors 8
chloroplastic/mitochondrial that promote the attachment of
OS=Arabidopsis thaliana GN=SIGE plastid-encoded RNA polymerase
PE=1 SV=1 (PEP) to specific initiation sites and

are then released.

Q9AST1 | Transcription initiation factor TFIID TAFs are components of the 4
subunit 15 OS=Arabidopsis thaliana transcription factor IID (TFIID)
GN=TAF15 PE=1 Sv=1 complex that is essential for

mediating regulation of RNA
polymerase transcription.

Q6S7B0 | Transcription initiation factor TFIID TAFs are components of the 27
subunit 5 OS=Arabidopsis thaliana transcription factor IID (TFIID)
GN=TAF5 PE=1 SV=1 complex that is essential for

mediating regulation of RNA
polymerase transcription.

081787 | Putative uncharacterized protein TFIIB-class transcription factor 9
AT4935540 OS=Arabidopsis thaliana binding
GN=F8D20.50 PE=4 SV=1

Q6A333 | Protein ALWAYS EARLY 2 Transcription 4
OS=Arabidopsis thaliana GN=ALY?2
PE=1 Sv=1
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P48731 | Homeobox protein ATH1 Transcription factor which may be 8
OS=Arabidopsis thaliana GN=ATH1 involved in the signal transduction
PE=1 Sv=1 pathway downstream of the COP1

gene.

F4IN86 Cyclin/Brf1-like TBP-binding protein Transcription initiation from RNA 4
OS=Arabidopsis thaliana GN=MEE65 polymerase Il promoter
PE=4 SV=1

Q9C6K3 | Duplicated homeodomain-like Transcription regulatory region DNA 5
superfamily protein OS=Arabidopsis binding
thaliana GN=F7012.5 PE=4 SV=1

Q9FMS5 | PHD finger protein MALE STERILITY 1 | Transcriptional activator required for 4
OS=Arabidopsis thaliana GN=MS1 anther and post-meiotic pollen
PE=1 SV=1 development and maturation.

P62598 | Two-component response regulator Transcriptional activator that binds 12
ARR12 OS=Arabidopsis thaliana specifically to the DNA sequence 5'-
GN=ARR12 PE=2 SV=2 [AG]GATT-3". Functions as a

response regulator involved in His-to-
Asp phosphor relay signal
transduction system.

ABMS85 | Transcription elongation factor SPT6- Translation elongation factor activity 33
like protein

F416D6 RNA polymerase | specific transcription | Translation initiation factor activity 10
initiation factor RRN3 protein
OS=Arabidopsis thaliana
GN=At1g30590 PE=4 SVv=1

Q9SRH9 | Paired amphipathic helix protein Sin3- | Acts as a transcriptional repressor. A 20
like 1 OS=Arabidopsis thaliana histone deacetylase (HDAC) activity
GN=SNL1 PE=1 SV=2 is required for transcription

repression.

Q9SKN2 | Double-stranded RNA-binding protein 2 | Binds double-stranded RNA. May be 13
OS=Arabidopsis thaliana GN=DRB2 involved in RNA-mediated silencing.

PE=1 Sv=1

Q9ZUL5 | Protein CHROMATIN REMODELING 19 | DNA helicase that possesses 28
OS=Arabidopsis thaliana GN=ETL1 intrinsic ATP-dependent
PE=2 SV=1 nucleosome-remodeling activity and

is both required for DNA repair and
heterochromatin organization.

Q9LXN4 | Protein HIRA OS=Arabidopsis thaliana | Histone chaperone involved in 4
GN=HIRA PE=1 SV=2 maintining knox genes silencing

throughout leaf development. May be
involved in heterochromatic and
euchromatic gene silencing.

064752 | Lysine-specific demethylase JMJ15 Histone demethylase that 5
OS=Arabidopsis thaliana GN=JMJ15 demethylates ‘Lys-4' (H3K4me) of
PE=2 SV=1 histone H3 with a specific activity for

H3K4me3.
Q9C5P4 | Histone-lysine N-methyltransferase, H3 | Histone methyltransferase. 3

lysine-9 specific SUVH3
OS=Arabidopsis thaliana GN=SUVH3
PE=2 SV=2

Methylates 'Lys-9' of histone H3. H3
'Lys-9' methylation represents a
specific tag for epigenetic
transcriptional repression.
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004379

Protein argonaute 1 OS=Arabidopsis
thaliana GN=AGO1 PE=1 SV=1

Involved in RNA-mediated post-
transcriptional gene silencing
(PTGS). Main component of the
RNA-induced silencing complex
(RISC) that binds to a short guide
RNA such as microRNA (miRNA) or
small interfering RNA (siRNA).

Q9LQ02

DNA-directed RNA polymerase IV
subunit 1 OS=Arabidopsis thaliana
GN=NRPD1 PE=1 SV=1

Largest and catalytic component of
RNA polymerase IV which mediates
24-nt short-interfering RNAs (SiRNA)
accumulation. Implicated in SiRNA-
directed heterochromatin formation
through the action of DCL3 and
AGO4, and subsequent DNA
methylation-dependent silencing of
targeted sequences. Essential
component of a self-reinforcing loop
coupling de novo DNA methylation to
SiRNA production.

14

P34881

DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1
OS=Arabidopsis thaliana GN=DMT1
PE=1 SV=1

Maintains chromatin methylation;
DMT

QO4F87

DNA (cytosine-5)-methyltransferase
CMT2 OS=Arabidopsis thaliana
GN=CMT2 PE=2 SV=3

May be involved in the CpXpG
methylation and in gene silencing.
CMT2

19

Q9SIVS

Zinc finger CCCH domain-containing
protein 19 OS=Arabidopsis thaliana
GN=NERD PE=1 SV=3

Plays a central role in integrating
RNA silencing and chromatin signals
in 21 nt sSIRNA-dependent DNA
methylation on cytosine pathway
leading to transcriptional gene
silencing of specific sequences.
Involved in a chromatin-based RNA
silencing pathway that encompasses
both post-transcriptional gene
silencing (PTGS) (e.g. RDR1, RDR6
and AGO2) and transcriptional gene
silencing (TGS)

Q9C587

Replication factor C subunit 1
OS=Arabidopsis thaliana GN=RFC1
PE=2 Sv=1

Plays a role as mediator of
transcriptional gene silencing (TGS),
DNA replication, DNA repair,
hypersensitive response (HR) and
telomere length regulation.

Q93ZG9

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
FKBP53 OS=Arabidopsis thaliana
GN=FKBP53 PE=1 SV=1

PPlases accelerate the folding of
proteins. It catalyzes the cis-trans
isomerization of proline imidic
peptide bonds in oligopeptides (By
similarity). Histone chaperone
possibly involved in H3/H4 deposition
to the nucleosome.
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Q8W4DO0 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase PPlases accelerate the folding of 14
CYP71 OS=Arabidopsis thaliana proteins. It catalyzes the cis-trans
GN=CYP71 PE=1 SV=1 isomerization of proline imidic

peptide bonds in oligopeptides.
Histone remodeling factor involved in
chromatin-based gene silencing.
Reinforces H3K27 methylation.

Q946J2 | Histone-lysine N-methyltransferase Probable inactive histone-lysine 12
SUVR1 OS=Arabidopsis thaliana methyltransferase that acts as
GN=SUVR1 PE=2 SV=2 regulator of transctiptional gene

silencing independently of histone
H3K9 methylation. Contributes to
transcriptional gene silencing at
RNA-directed DNA methylation
(RADM)

Q9LZR5 | Histone deacetylase HDT3 Probably mediates the deacetylation 3
OS=Arabidopsis thaliana GN=HDT3 of lysine residues on the N-terminal
PE=1 SV=2 part of the core histones (H2A, H2B,

H3 and H4). Involved in the
modulation of abscisic acid and
stress-responsive genes.

Q9M658 | Helicase protein MOM1 Required for the heritable 11
OS=Arabidopsis thaliana GN=MOM1 maintenance of transcriptional gene
PE=1 SV=1 silencing (TGS) in heterochromatin.

Q8GXJ1 |Histone deacetylase 15 Responsible for the deacetylation of 16

lysine residues on the N-terminal part
of the core histones (H2A, H2B, H3
and H4).

Q9FYH1 | Histone acetyltransferase HAC2 Acetyltransferase enzyme. 3
OS=Arabidopsis thaliana GN=HAC2 Acetylates histones, giving a specific
PE=2 SV=2 tag for transcriptional activation.

Q9FWQ5 | Histone acetyltransferase HAC12 Acetyltransferase enzyme. 6

Acetylates histones, giving a specific
tag for transcriptional activation.

Q8L9Y2 | Elongator complex protein 6 Acts as subunit of the RNA 4
OS=Arabidopsis thaliana GN=ELP6 polymerase Il elongator complex,

PE=1 SV=1 which is a histone acetyltransferase
component of the RNA polymerase Il
(Pol 1) holoenzyme and is involved in
transcriptional elongation.

Q9C950 | PaflC-like transcription factor Component of the PAF1 complex 4
OS=Arabidopsis thaliana GN=T7P1.17 | (PAF1C) which is involved in histone
PE=1 SV=1 modifications such as methylation on

histone H3 'Lys-4' (H3K4me3).

B5X0I16 Protein early flowering 8 Component of the PAF1 complex 19
OS=Arabidopsis thaliana GN=VIP6 (PAF1C) which is involved in histone
PE=1 SV=1 modifications such as methylation on

histone H3 ‘Lys-4' (H3K4me3).
F4IDH2 | Histone acetyltransferase HAC1 Histone acetyltransferase activity. 6

OS=Arabidopsis thaliana GN=HAC1
PE=4 SvV=1
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QI9LXD7 | Histone acetyltransferase of the MYST | Histone acetyltransferase which may 4
family 2 be involved in transcriptional

activation. Acetylates 'Lys-5' of
histone H4 (H4K5ac).

Q67ZB6 | 2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)- Histone demethylase activity (H3-R2 3
dependent oxygenase superfamily specific)/histone demethylase activity
protein OS=Arabidopsis thaliana (H4-R3 specific).

GN=At5g63080 PE=2 SV=1

Q9STMS3 | Lysine-specific demethylase REF6 Histone demethylase that 33
OS=Arabidopsis thaliana GN=REF6 demethylates ‘'Lys-27' (H3K27me) of
PE=1 SV=1 histone H3. Demethylates both tri-

(H3K27me3) and di-methylated
(H3K27me2) H3K27me.

F4IXE7 Histone H3 acetyltransferase IDM1 Histone H3 acetyltransferase that 12
OS=Arabidopsis thaliana binds methylated DNA at chromatin
GN=At3g14980 PE=4 SV=1 sites lacking histone H3K4 di- or

trimethylation and catalyzes H3K18
and H3K23 acetylation.

POCB22 | Histone-lysine N-methyltransferase Histone methyltransferase. 15
ATX2 OS=Arabidopsis thaliana
GN=ATX2 PE=2 SV=1

Q9M364 | Histone-lysine N-methyltransferase Histone methyltransferase. 14
ATX3

Q8GZz42 | Histone-lysine N-methyltransferase Histone methyltransferase. 3
ATX5 OS=Arabidopsis thaliana
GN=ATX5 PE=2 SV=1

Q9C5X4 | Histone-lysine N-methyltransferase Histone methyltransferase. 11
ATX1 OS=Arabidopsis thaliana Methylates 'Lys-4' of histone H3. H3
GN=ATX1 PE=1 SV=2 'Lys-4' methylation represents a

specific tag for epigenetic
transcriptional activation.

Q93zZB7 | Transcription factor GTE11 Positive regulation of transcription. 6
OS=Arabidopsis thaliana GN=GTE11
PE=1 Sv=1

Q9SZQ5 | At4g29830 OS=Arabidopsis thaliana Required for histone H3 5
GN=F27B13.70 PE=1 SV=1 trimethylation on 'Lys-4' H3K4me3

and histone dimethylation on 'Lys-36'
H3K36me2

Q9MA75 | Transcription factor VIP1 Transcription activator that binds 6
OS=Arabidopsis thaliana GN=VIP1 specifically to the VIP1 response
PE=1 SV=1 elements (VREs) DNA sequence 5'-

ACNGCT-3' found in some stress
genes (e.g. TRX8 and MYB44), when
phosphorylated/activated by MPK3.

F4JCS8 |BAH and TFIIS domain-containing Chromatin Binding 47
protein

Q9SA19 | Bromodomain transcription factor Chromatin Binding 5

F41548 HIT zinc finger and PAPA-1-like Chromatin remodeling 8
domain-containing protein

022909 |At2g47350; OS=Arabidopsis thaliana Chromatin remodeling 8
GN=At2g47350 PE=2 SV=1

Q9S775 | CHD3-type chromatin-remodeling factor | Chromatin remodeling factor that 10

PICKLE OS=Arabidopsis thaliana
GN=PKL PE=1 Sv=1

represses the expression of
embryonic trait genes
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Q9XI07 | SWI/SNF complex subunit SWI3C Component of a multiprotein complex 14
OS=Arabidopsis thaliana GN=SWI3C equivalent of the SWI/SNF complex,

PE=1 SV=1 an ATP-dependent chromatin-

remodeling complex, which is
required for the positive and negative
regulation of gene expression of a
large number of genes.

P93045 | Chromatin structure-remodeling Component of a multiprotein complex 10
complex protein BSH equivalent of the yeast SWI/SNF

complex, an ATP-dependent
chromatin-remodeling complex,
which is required for the positive and
negative regulation of gene
expression of a large number of
genes.

Q7X9V2 | Protein PHOTOPERIOD- Component of the SWR1 complex 6
INDEPENDENT EARLY FLOWERING 1 | which mediates the ATP-dependent
OS=Arabidopsis thaliana GN=PIE1 exchange of histone H2A for the H2A
PE=1 SV=1 variant H2A.F/Z leading to

transcriptional regulation of selected
genes (e.g. FLC) by chromatin
remodeling.

Q9SF55 | Histone H2B.5 OS=Arabidopsis thaliana | Core component of nucleosome 9
GN=At3g09480 PE=1 SV=3

Q8W103 | Protein CHROMATIN REMODELING 24 | DNA helicase that acts as an 5
OS=Arabidopsis thaliana GN=CHR24 essential component of the spindle
PE=2 SV=1 assembly checkpoint (By similarity).

Probable chromatin remodeling
factor that regulate homologous
recombination (HR) and non-
homologous recombination (NHR).

Q6AWWT7 | At5g08780 Nucleosome assembly 5

Q9LP61 | T1N15.25 nucleosome assembly Nucleosome assembly 7
OS=Arabidopsis thaliana PE=3 SV=1

GOXQD5 | Truncated telomeric DNA binding Nucleosome assembly 8
protein isoform OS=Arabidopsis
thaliana GN=At5g67580 PE=2 SV=1

FAHW65 | Protein STICHEL-like 1 OS=Arabidopsis | Nucleotide Binding 28
thaliana GN=At1g14460 PE=1 SV=1

FAJRP8 | Protein STICHEL-like 2 OS=Arabidopsis | Nucleotide Binding 6
thaliana GN=At49g24790 PE=2 SV=1

FAKEMO | Protein STICHEL-like 4 Nucleotide Binding 16

Q9FF61 | Putative SWI/SNF-related matrix- Possesses intrinsic ATP-dependent 3
associated actin-dependent regulator of | nucleosome-remodeling activity. This
chromatin subfamily A member 3-like 1 | activity may be required for
OS=Arabidopsis thaliana transcriptional activation or
GN=At5g05130 PE=2 SV=1 repression of specific target

promoters
FAK128 | Probable ATP-dependent DNA helicase | Probable chromatin-remodeling 3

CHR23 OS=Arabidopsis thaliana
GN=CHR23 PE=2 SV=1

factor
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QOH8D7 | Nijmegen breakage syndrome 1 protein | Component of the MRE11-RAD50- 19
OS=Arabidopsis thaliana GN=NBS1 NBN complex (MRN complex) which
PE=1 Sv=1 plays a critical role in the cellular
response to DNA damage and the
maintenance of chromosome
integrity.
Q6Q4D0 | Protein TONSOKU OS=Arabidopsis Involved in structural and functional 22
thaliana GN=TSK PE=1 SV=2 stabilization of chromatin and may
represent a link between response to
DNA damage and epigenetic gene
silencing.
Q11207 | Poly [ADP-ribose] polymerase 2 Involved in the base excision repair 22
OS=Arabidopsis thaliana GN=PARP2 (BER) pathway, by catalyzing the
PE=2 SV=1 poly(ADP-ribosyl)ation of a limited
number of acceptor proteins involved
in chromatin architecture and in DNA
metabolism.
Q8WA4M7 | DNA repair helicase UVH6 Putative ATP-dependent 5'-3' DNA 11
OS=Arabidopsis thaliana GN=UVH6 helicase involved in nucleotide
PE=1 SV=1 excision repair (NER) of UV-
damaged DNA.
Q6NQ88 | Protein DAMAGED DNA-BINDING 2 Required for DNA repair. 3
OS=Arabidopsis thaliana GN=DDB2
PE=1 Sv=1
065251 | Flap endonuclease 1 Structure-specific nuclease with 5'- 4
flap endonuclease and 5'-3'
exonuclease activities involved in
DNA replication and repair.
P92948 | Cell division cycle 5-like protein Component of the MAC complex that 4
OS=Arabidopsis thaliana GN=CDC5 probably regulates defense
PE=1 SV=2 responses through transcriptional
control and thereby is essential for
plant innate immunity.
F4JGZ1 | Mediator of RNA polymerase I Component of the Mediator complex, 11
transcription subunit 16 OS=Arabidopsis | a coactivator involved in the
thaliana GN=MED16 PE=1 SV=1 regulated transcription of nearly all
RNA polymerase Il-dependent
genes. Involved in the regulation of
the circadian clock, in the control of
flowering time, in freezing- and
osmotic-stress tolerance and in both
salicylic acid- and jasmonate-
mediated defense gene expression.
Q4V3C1l |Mediator of RNA polymerase I Component of the Mediator complex, 3
transcription subunit 8 OS=Arabidopsis |a coactivator involved in the
thaliana GN=MED8 PE=1 SVv=1 regulated transcription of nearly all
RNA polymerase ll-dependent
genes. Regulator of both plant
defense and flowering time.
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Q9FIE3 | Protein VERNALIZATION INSENSITIVE | Plays a central role in vernalization 3
3 OS=Arabidopsis thaliana GN=VIN3 by mediating the initial transcriptional
PE=1 SV=2 repression of the homeotic gene

FLC, a floral repressor, after a cold
treatment.

Q8RWV9 | Putative uncharacterized protein Response to acid absicic, salt stress 29
At5g08450; histone deacetylation

Q84TG2 | At3g16350 transcription factor activity Response to ethylene, acid absicic, 15
OS=Arabidopsis thaliana salt stress
GN=At3g16350 PE=2 SV=1

Q9SJ38 | Putative non-LTR retroelement reverse | RNA-directed DNA polymerase 4
transcriptase OS=Arabidopsis thaliana | activity
GN=At2g05200 PE=4 SV=1

Q9SL12 | Putative non-LTR retroelement reverse | RNA-directed DNA polymerase 12
transcriptase OS=Arabidopsis thaliana | activity
GN=At2g05550 PE=4 SV=1

Q9ZQG1 | Putative non-LTR retroelement reverse | RNA-directed DNA polymerase 8
transcriptase OS=Arabidopsis thaliana | activity
GN=At2g15510 PE=4 SV=1

Q9SLE9 | Putative non-LTR retroelement reverse | RNA-directed DNA polymerase 6
transcriptase OS=Arabidopsis thaliana | activity
GN=At2g16680 PE=4 SV=1

QI9SHP2 | Putative non-LTR retroelement reverse | RNA-directed DNA polymerase 5
transcriptase OS=Arabidopsis thaliana | activity
GN=At2g17610 PE=4 SV=1

082216 | Putative non-LTR retroelement reverse | RNA-directed DNA polymerase 18
transcriptase OS=Arabidopsis thaliana | activity
GN=At2g23880 PE=4 SV=1

082276 | Putative non-LTR retroelement reverse | RNA-directed DNA polymerase 23
transcriptase OS=Arabidopsis thaliana | activity
GN=At2g31080 PE=4 SV=1

Q9SZD8 | Putative reverse transcriptase/RNA- RNA-directed DNA polymerase 6
dependent DNA polymerase activity
OS=Arabidopsis thaliana
GN=F19B15.120 PE=2 SV=1

Q9C7N6 | Reverse transcriptase, putative; RNA-directed DNA polymerase 4
100033-105622 OS=Arabidopsis activity
thaliana GN=F15D2.38 PE=4 SV=1

Q9C697 | Reverse transcriptase, putative; 16838- | RNA-directed DNA polymerase 8
20266 OS=Arabidopsis thaliana activity
GN=T6B12.3 PE=4 SV=1

F436J5 RNA-directed DNA polymerase RNA-directed DNA polymerase 8
(Reverse transcriptase)-related protein | activity
OS=Arabidopsis thaliana
GN=At3g24255 PE=4 SV=1

P42745 | Ubiquitin-conjugating enzyme E2 2 Accepts the ubiquitin from the E1 3
OS=Arabidopsis thaliana GN=UBC2 complex and catalyzes its covalent
PE=2 SV=1 attachment to other proteins.
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Q9LP45 | 26S proteasome non-ATPase regulatory | Component of the lid subcomplex of 7
subunit 11 homolog OS=Arabidopsis the 26S proteasome, a multiprotein
thaliana GN=RPN6 PE=1 SV=1 complex involved in the ATP-
dependent degradation of
ubiquitinated proteins.
Q9SIV2 | 26S proteasome non-ATPase regulatory | Component of the lid subcomplex of 13
subunit 2 homolog A OS=Arabidopsis the 26S proteasome, a multiprotein
thaliana GN=RPN1A PE=1 SV=2 complex involved in the ATP-
dependent degradation of
ubiquitinated proteins.
FAKBGO | Nuclear factor Y, subunit B13 14
C7SJ56 |DUO pollen 3 23
Q9M300 | Polynucleotide adenylyltransferase 14
domain and RNA recognition motif-
containing protein OS=Arabidopsis
thaliana GN=T21J18 100 PE=3 SV=1
F417L1 Telomere repeat-binding factor 4 Binds preferentially double-stranded 5
OS=Arabidopsis thaliana telomeric repeats.
GN=At1g17520 PE=2 SV=2
Q9C717 | Protein FLX-like 3 OS=Arabidopsis Has no transcriptional activation 5
thaliana GN=FLXL3 PE=1 SVv=1 activity.
QILHF5 | VIN3-like protein 1 OS=Arabidopsis Involved in both the vernalization and 9
thaliana GN=VIL1 PE=1 SV=1 photoperiod pathways by regulating
expression of the related floral
repressors FLOWERING LOCUS C
(FLC) and FLOWERING LOCUS M
(FLM).
Q9LR65 | Probable protein phosphatase 2C 1 May act as negative regulator of 19
OS=Arabidopsis thaliana GN=PPC6-6 | GCN5.
PE=1 Sv=1
Q9SY69 | Pentatricopeptide repeat-containing May function as a transcriptional 4
protein At1g10270 OS=Arabidopsis regulator essential for early
thaliana GN=GRP23 PE=1 SV=1 embryogenesis.
Q9FL74 | Gb AAF34842.1; phosphoprotein Phosphoprotein phosphatase activity 21
phosphatase activity OS=Arabidopsis
thaliana GN=At5g54210 PE=4 SV=1
Q9CAE3 | Protein FLOWERING LOCUS D Probable histone demethylase that 6
OS=Arabidopsis thaliana GN=FLD promotes flowering independently of
PE=1 SV=1 the photoperiod and vernalization
pathways
P14713 Phytochrome B OS=Arabidopsis Regulatory photoreceptor; Involved in 16
thaliana GN=PHYB PE=1 SV=1 the flowering time regulation
Q9SAKS5 | Myb family transcription factor APL Transcription factor required for 12

OS=Arabidopsis thaliana GN=APL
PE=2 SV=2

phloem identity. Has a dual role both
in promoting phloem differentiation
and in repressing xylem
differentiation during vascular
development.
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Q9LTH4 | Transcription factor BOA Transcription factor that is a critical 5
OS=Arabidopsis thaliana GN=BOA component of the regulatory circuit of
PE=2 SV=1 the circadian clock.
Q9FUY2 | Transcriptional corepressor LEUNIG Transcription repressor subunit of the 4
OS=Arabidopsis thaliana GN=LUG SEU-LUG transcriptional corepressor
PE=1 SV=2 of the C class floral homeotic gene
AGAMOUS during the early stages of
floral meristem development.
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